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Rossoni RD. Interagcdes entre diferentes espécies de Candida na
candidose experimental em modelos de invertebrados e vertebrados
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro e in vivo as interagdes entre as
diferentes espécies de Candida por meio da formacido de biofiime em
placas de 96 pocos, inducdo de candidose experimental em modelo de
Galleria mellonella e de camundongos imunossuprimidos. Foram
estudadas as cepas padrao das seguintes espécies: C. albicans (ATCC
18804), C. krusei (ATCC 6258) e C. glabrata (ATCC 90030). A partir de
cada espécie, foram formados biofilmes monotipicos e heterotipicos no
fundo da placa de 96 pocgos por 48 h. A seguir, a quantidade de biofilme
formado foi analisada pela determinacdo do numero de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL). G. mellonella foi inoculada com
suspensdes homotipicas e heterotipicas de Candida (10° células/mL) e
incubadas a 37°C. Durante 5 dias, o numero de lagartas mortas foi
avaliado diariamente para analise da curva de sobrevivéncia. Em outro
experimento, apos 0, 2, 4, 8, 12 e 24 h da infeccédo por Candida, a
hemolinfa das lagartas foi extraida para contagem das células fungicas
(UFC/mL). Para a indugdo da candidose bucal em camundongos, os
animais foram inoculados com suspensdes microbianas homotipicas ou
heterotipicas contendo 10® células/mL. Apos 48 h da ultima inoculacéo,
amostras do dorso da lingua foram coletadas e semeadas em agar
cromogénico HiCrome para contagem de UFC/mL recuperadas da
cavidade bucal. Em seguida, os animais foram eutanasiados e as linguas
retiradas para analise macroscopica e microscopica. A analise dos dados
de UFC/mL dos biofilmes in vitro, de Candida na hemolinfa de G.
mellonella e da recuperacédo dos camundongos foi feita por Analise de
Variancia, Teste de Tukey ou t de Student. A analise da curva de
sobrevivéncia foi realizada utilizando o teste Log-rank (Mantel-Cox). Para
avaliagdo dos escores obtidos na analise macroscopica e histolégica
foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney (p<0,05).
Os resultados dos biofilmes formados in vitro demonstraram um menor
numero de UFC/mL de C. albicans nos biofilmes heterotipicos quando
comparado ao biofilme monotipico. As lagartas de G. mellonella
infectadas por C. albicans apresentaram 100% de mortalidade apd6s 18 h
da infecgdo, enquanto que os grupos interagdo de C. albicans - C. krusei



e C. albicans - C. glabrata alcangaram 100% de mortalidade,
respectivamente, apos 96 e 72 h da infecgdo. Além disso, o numero de
UFC/mL de C. albicans na hemolinfa das lagartas com candidose
experimental foi menor nos grupos de interacdo em relagdo ao grupo
controle. A UFC/mL de C. albicans recuperada dos camundongos foi
maior para o grupo inoculado com suspensado monotipica (5,75 log) em
comparagao com as infecgdes mistas com C. glabrata (5,46 log, P=0,079)
ou C. krusei (5,32 log, P=0,012). Nao foi possivel observar diferenga
estatisticamente significante entre os grupos na analise macroscopica
(P=0,087). Entretanto, na analise microscopica, o grupo monotipico de C.
albicans também obteve maior quantidade de alteragdes epiteliais
(P=0,0013) e hifas (P=0,0009) em relacdo aos grupos de interacao.
Conclui-se que, tanto in vitro como in vivo, a infecgao monotipica por C.
albicans foi mais intensa que as infecgdes mistas com espécies nao
albicans, sugerindo uma relagdo de competicdo entre as espécies durante
o estabelecimento da infecgéo.

Palavras-chave: Candida. Candidiase bucal. Interagcdes Hospedeiro-
Patogeno. Invertebrados. Modelos animais.



Rossoni RD. Interactions between Candida species in the experimental
candidiasis in invertebrate and vertebrate models [dissertation]. Sdo José
dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2013.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate in vitro and in vivo interactions
between different Candida species through the formation of biofilms in 96-
well plates, induction of experimental candidiasis in Galleria mellonella
model and immunosuppressed mice. We studied the standard strains of
the following species: C. albicans (ATCC 18804), C. krusei (ATCC 6258)
and C. glabrata (ATCC 90030). Monotypic biofilms of each species and
heterotypic biofilms were performed on the bottom of 96-well plate for 48
h. Then, the amount of biofilm was analyzed by determining the number of
colony forming units (CFU/mL). The larvae of G. mellonella were
inoculated with homotypic and heterotypic suspensions of Candida (10°
cells/mL) and incubated at 37°C. For 5 days, the number of dead larvae
was assessed daily for survival curve analysis. In another experiment,
after 0, 2, 4, 8, 12 and 24 h of infection with Candida, hemolymph of
worms was extracted for counting the fungal cells (CFU/mL). For induction
of oral candidiasis in mice, the animals were inoculated with homotypic or
heterotypic microbial suspensions containing 1 0% cells/mL. After 48 h of
the last inoculation, samples of the tongue were collected and seed in
HiCrome chromogenic agar for counting of CFU/mL recovered from the
oral cavity. Then, the animals were euthanized and their tongues removed
for macroscopic and microscopic analysis. The analysis of Candida
biofilms in vitro CFU/mL, the hemolymph of G. mellonella and recovery of
mice were made by ANOVA, Tukey test or Student’s t test. The analysis of
the survival curve was performed using GraphPad Prism using the Log-
rank test (Mantel - Cox). Kruskal-Wallis or Mann-Whitney were applied for
evaluation scores of macroscopic and histological analysis (p<0,05). The
results of biofilms in vitro have demonstrated a lower number of CFU/mL
of C. albicans biofilms in heterotypic biofilm compared to monotypic. In the
G. mellonella model, 100% of the larvae died within 18 h of infection with
C. albicans. However, when G. mellonella larvae were infected by C.
albicans and C. krusei, it was necessary 96 h to achieve 100% of mortality
(p=0.0001). In addition, the number of CFU/mL of C. albicans in the
hemolymph of caterpillars with experimental candidiasis was lower in the
interacting groups compared to the control group. The CFU/mL of C.




albicans recovered from mice was higher in the group inoculated with
monotypic suspension (5.75 log) when compared with mixed infections
with C. glabrata (5.46 log, P = 0.079) or C. krusei (5.32 log, P = 0.012). It
was not possible to observe a statistically significant difference between
groups in the macroscopic analysis (P = 0.087). However, microscopic
analysis, the group of monotypic C. albicans also had higher amounts of
epithelial changes (P = 0.0013) and hyphae (P = 0.0009) compared to
interacting groups. It is concluded that, both in vitro and in vivo infection by
C. albicans was more intense than mixed infections with non-albicans
species, suggesting an interaction of competition between species during
the establishment of infection.

Keywords: Candida. Oral Candidiasis. Host-Pathogen Interactions.
Invertebrates. Animal models.



1 INTRODUGAO

A cavidade bucal humana é considerada um ambiente
unico que oferece uma variedade de nichos ecolégicos para a
colonizagdo microbiana (Hofling et al., 2011). O género Candida é
composto por mais de 150 espécies de leveduras, sendo que muitas sdo
encontradas no organismo humano habitando diferentes superficies
epiteliais, como a mucosa bucal. Essas espécies colonizam o homem
como micro-organismos comensais, podendo tornar-se patogénicas em
individuos imunossuprimidos ou que apresentam outros fatores
predisponentes, como uso de antiboticos, proteses, aparelhos
ortodonticos, entre outros (William, Lewis, 2011).

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo na
incidéncia de candidoses, que reflete as mudancgas ocorridas nas praticas
meédicas, como maior utilizagdo de procedimentos invasivos, amplo uso
de terapias imunossupressoras e anti-neoplasicas, assim como a terapia
prolongada com antimicrobianos de amplo espectro (de Repentigny,
2004). O advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi
também um fator determinante para o aumento da candidose bucal, uma
vez que mais de 80% dos pacientes com AIDS manifestam candidose
orofaringea (Samaranayake Y, Samaranayake L, 2001; Gaitan-Cepeda et
al., 2005; Samaranayake L et al., 2009; Rautemaa, Ramage, 2011).

As infecgbes fungicas na cavidade bucal sdo causadas
principalmente pela espécie Candida albicans, que constitue cerca de 50
a 70% das leveduras isoladas (Souza et al., 2010). Embora C. albicans
ainda seja a espécie mais prevalente, o isolamento de espécies nao
albicans como: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C.

glabrata, C. guilliermondii, C. dubliniensis e C. lusitaniae esta aumentando
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progressivamente (Thompson et al., 2010; Zomorodian et al., 2011).

Junqueira et al. (2012c) avaliaram a prevaléncia de
leveduras do género Candida na saliva e nas lesbes de candidose
orofaringea de pacientes portadores do HIV atendidos no Instituto de
Infectologia Emilo Ribas (S&o Paulo), os autores verificaram que 42% dos
pacientes apresentavam colonizagcdo ou infecgdo mista por diferentes
especies de Candida, sendo as associagdes mais frequentes formadas
por C. albicans com C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei.

As diferentes espécies de Candida sdao capazes de se
organizar em biofiilmes na cavidade bucal e desenvolver relagdes
ecoldgicas entre si. Os biofiimes sdo compostos por blastoconidios e
pseudo-hifas incorporados em uma matriz extracelular e possuem
caracteristicas fenotipicas diferentes em relacédo as culturas planctonicas,
tais como suscetibilidade reduzida aos antifungicos e prote¢cdo contra o
sistema imunolégico (Martinez, Fries, 2010; Tobudic et al., 2012; Costa et
al.,, 2012a). Atualmente, estimam-se que cerca de 65% de todas as
infeccbes humanas estejam associadas com a formagédo de biofilme
microbiano nas superficies dos tecidos, 6rgados ou dispositivos médicos
(Ramage et al., 2009).

Nas duas ultimas décadas, a maioria das pesquisas
estavam focadas no estudo das propriedades estruturais e fenotipicas dos
biofilmes formados por uma unica espécie microbiana. Entretanto, os
pesquisadores sentiram a necessidade de estudos voltados para as
interacbes entre as multiplas espécies encontradas nos ecossistemas,
como as que existem entre bactérias e fungos, e entre espécies distintas
de micro-organismos do mesmo género. Em biofilmes mistos, as
interacdes entre as diferentes espécies podem ser neutra, benéfica ou de
natureza competitiva e, portanto, a presenca de uma segunda espécie
pode influenciar na formacgao do biofilme da primeira. As interagdes entre
as diferentes espécies sao um fator determinante para a composicido do

biofilme de espécies mistas (van Merode et al., 2007; Mitri el al., 2011).
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O grande interesse no estudo das interacbes de espécies
microbianas em biofilmes mistos & devido a constatacdo de que os
modelos de monoespécies nao representam a realidade das relagbes
entre multiespécies de comunidades de bactérias e fungos encontradas
no corpo humano (Thein et al.,, 2009). Apesar da abundéncia de
interagdes microbianas na natureza, pouco se sabe sobre os mecanismos
moleculares que determinam estas interagdes e sua importancia para a
saude humana (Peleg et al., 2010).

A versatilidade dos mecanismos de patogenicidade das
diferentes espécies de Candida e a crescente resisténcia aos
medicamentos antifungicos indicam a importancia do desenvolvimento de
modelos experimentais com animais vertebrados e invertebrados para
caracterizar essas interacbes e compreender a sua importdncia na
doenca (Chamilos et al., 2007; Fuchs et al., 2010).

Um grande numero de modelos invertebrados, incluindo
Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e
Dictyostelium discoideum, foram desenvolvidos e sao utilizados para
estudo de fungos patogénicos. Estes modelos de invertebrados oferecem
uma série de vantagens em relagdo aos modelos vertebrados de ratos e
camundongos, como 0 menor tamanho do animal, a redugao de custo na
criagao, rapidez nos resultados e menor impacto nos comités de ética em
pesquisa. Além disso, os modelos de invertebrados podem ser utilizados
para estudos em grande escala, servindo como triagem para os estudos
em vertebrados (Mylonakis, 2008).

A lagarta da cera de abelha Galleria mellonella tem sido
usada com sucesso para avaliar a patogenicidade de isolados de
Candida, apresentando resultados comparaveis aos obtidos com modelos
de mamiferos (Mylonakis, 2008). G. mellonella € um modelo experimental
confiavel e comprovado para estudos de patogénese e imunidade inata,
pois ela apresenta em sua hemolinfa seis tipos de hemdcitos (pré-

hemocitos, coagulocitos, esferuldcitos, oendcitos, plasmécitos e
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granulécitos), que desempenham um papel importante na interagao
patégeno-hospedeiro (Chamilos et al., 2007; Mylonakis, 2008; Vogel et
al., 2011).

Entre os modelos de invertebrados, G. mellonella
apresenta varias vantagens que sdo exclusivas destes lepidopteros. As
lagartas podem ser mantidas a uma temperatura entre 25 a 37°C,
aproximando-se das condigdes de temperatura em que os fungos sao
encontrados nos hospedeiros. Além disso, sao facilmente inoculadas por
Candida, permitindo uma inoculagdo precisa/padronizada de células
fungicas na sua hemolinfa, ao contrario do modelo de C. elegans, no qual
a inoculacado do micro-organismo é feita por ingestao (Fuchs et al., 2010).

Para o estudo das candidoses bucais, os modelos de
animais vertebrados sdo extremamente importantes para avaliagdo da
etiopatologia, diagnéstico e desenvolvimento da doenca (Samaranayake
Y, Samaranayake L, 2001), uma vez que estes animais reproduzem
condicbes proximas do ambiente bucal humano, como fluxo salivar,
variagdes de pH, presenca de dentes, caracteristicas da mucosa e acao
do sistema imunoldgico (Kémerik et al., 2003).

O camundongo como modelo de animal experimental tem
sido util para o desenvolvimento de candidose bucal, pois nao possui
Candida spp. como constituinte da microbiota, sao facilmente obtidos em
grande numero e sua manutencdo € de baixo custo em relagdo aos
demais vertebrados (Samaranayake Y, Samaranayake L, 2001; Totti et
al., 2002; Takakura et al., 2003).

Takakura et al. (2003) desenvolveram um modelo animal
para candidose  pseudomembranosa utilizando  camundongos
imunossuprimidos. A indugcdo de candidose foi realizada pela
administracao de cloreto de tetraciclina a 0,83 mg/mL na agua de beber e
imunossupressao com inje¢ao de prednisolona na dose de 100 mg/Kg por
peso corporal. Os resultados indicaram que a combinacdo da tetraciclina

com o corticosterdide aumentou a colonizacdo de Candida na cavidade
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bucal e levaram ao desenvolvimento de candidose pseudomembranosa,
sugerindo que esse modelo experimental constitui uma importante
ferramenta para o estudo da patogénese da candidose bucal e da
atividade terapéutica de novos antimicrobianos.

Devido a alta incidéncia de lesbes de candidose em
pacientes imunocomprometidos e a emergéncia das espécies nao
albicans, que sao frequentemente isoladas em associacdo com C.
albicans nas infecgcbes mistas, torna-se necessario o desenvolvimento de
modelos de estudo in vitro e in vivo para caracterizar as interagdes entre
as espécies de Candida. Modelos de estudo em animais invertebrados e
vertebrados podem ser uteis para avaliar a interagdo das espécies de
Candida na inducdo da candidose experimental e, consequentemente, no
desenvolvimento da doencga. Além disso, o conhecimento sobre os
mecanismos pelos quais 0s micro-organismos competem em um mesmo
meio pode direcionar o desenvolvimento de novos tratamentos para essas

infecgdes fungicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leveduras do género Candida

As leveduras do género Candida sdo os patégenos
fungicos mais comumente encontrados na cavidade bucal e no trato
genito-urinario dos seres humanos e sao isoladas de aproximadamente
62% de individuos saudaveis. Portanto, as candidoses possuem grande
importancia nas areas meédica-odontologica e sdécio-econdmica. A
compreensao entre a interacdo das espécies de Candida com o
hospedeiro é fundamental e um dos maiores desafios da medicina, pois
permitira entender os mecanismos pelos quais estes micro-organismos
colonizam e causam doenga nos seres humanos (Naglik et al., 2004;
Salerno et al., 2011).

Para a maioria dos individuos, as leveduras do género
Candida fazem parte da microbiota bucal e causam apenas infecgdes
oportunistas (Samaranayake L et al., 2009; Ghannoum et al., 2010). Nos
individuos imunocompetentes, o crescimento dessas leveduras residentes
€ suprimido por mecanismos de defesa especificos e ndo especificos da
saliva e da mucosa bucal, assim como ocorre também uma inibicao
através da competicdo entre as espécies de outros micro-organismos
colonizadores da cavidade bucal (Rautemaa, Ramage, 2011).

Como infecgao oportunista, a candidose bucal ocorre em
decorréncia da viruléncia do micro-organismo e da baixa capacidade do
hospedeiro em prevenir a colonizacido e/ou invasdo microbiana, que pode
ser facilitado por fatores de riscos locais e sistémicos como alteragao da

microbiota bucal, higiene bucal deficiente, xerostomia, radioterapia,
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deficiéncias primarias ou secundarias da imunidade humoral ou mediada
por células, senilidade, deficiéncia nutricional, doencas da mucosa bucal,
utilizagao de antibidticos de amplo espectro, refluxo gastroesofagico, uso
de corticosterdides, permanéncia prolongada em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI), cirurgias invasivas, infeccdo por HIV, diabetes, doencas
degenerativas e/ou neoplasicas, transplante de medula éssea, entre
outros fatores que acometem pacientes imunodebilitados e que podem
resultar em transicdo dessas leveduras da fase comensal para a
patogénica (al-Hashimi et al., 2007; Soysa et al., 2008; Samaranayake L
et al., 2009; Vazquez, 2010).

As manifestagdes clinicas das infecgdes por Candida na
cavidade bucal variam de uma candidose pseudomembranosa aguda,
caracterizada por placas brancas sobre a mucosa inflamada e vermelha
até lesdes eritroplasicas e leucoplasicas erosivas (Samaranayake L et al.,
2009). Os sintomas clinicos sdo de queimacgao e dor localizada, que sao
resultados da degradacao superficial do epitélio da mucosa bucal. Além
disso, a extensa colonizacdo dessas leveduras pode desempenhar um
papel fundamental em doengas periodontais progressivas, bem como na
progressao da carie dentaria (Jenkinson, Lamont, 2005; Shen et al., 2005;
Rautemaa, Ramage, 2011).

Nos fungos do género Candida, a transi¢gao do estado de
comensalismo para o de patogenicidade pode ser atribuida a expressao
seletiva de varios fatores de viruléncia, que agem de forma sinérgica, sob
condi¢des predisponentes favoraveis. Assim, o tipo, o estagio e o sitio da
infecgao, além da natureza da resposta imune, fazem com que a levedura
expresse alguns dos seus fatores de viruléncia. (Hube, Naglik, 2001;
Pomarico et al., 2009).

Diversos fatores de viruléncia contribuem para a
patogenicidade, colonizacao e infeccao dos tecidos por Candida, incluindo
aderéncia em células epiteliais e aos biomateriais, produgdo de enzimas

como as proteinases, fosfolipases e hemolisinas e capacidade em formar
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tubos germinativos e hifas (Calderone, Fonzi, 2001; Akpan, Morgan, 2002;
Noumi et al.,, 2010). A atividade enzimatica desempenha um papel
fundamental na capacidade deste fungo de se estabelecer como um
colonizador ou micro-organismo infeccioso (Wu et al., 1996; Ghannoum,
2000).

Desde a caracterizagdo da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) na década de oitenta, houve um acréscimo significativo
no numero de pacientes imunossuprimidos com as mais variadas
expressdes clinicas associadas. Uma delas, a candidose bucal,
principalmente a orofaringea, tornou-se a infeccdo fungica mais
comumente diagnosticada e relacionada as infecgbes bucais nesses
pacientes, assumindo posicdo de suma importancia nos estudos
associados a esta sindrome (Egusa et al., 2008).

Luque et al. (2009) estudaram a prevaléncia de leveduras
do género Candida na cavidade bucal de 209 individuos, sendo que 101
eram HIV-positivos e 108 HIV-negativos e analisaram a sensibilidade das
espécies ao itraconazol, fluconazol e anfotericina B. Nesse trabalho, os
autores verificaram que a colonizacdo bucal desta levedura em pacientes
HIV-positivos foi maior (72,3%) em relagdo ao grupo HIV-negativo
(39,8%). Além disso, verificou-se que os pacientes portadores desta
sindrome apresentavam maior numero de cepas de Candida resistentes
aos antifungicos azdis em relagéo aos pacientes saudaveis.

Hamza et al. (2008) coletaram amostras de 292 pacientes
infectados pelo HIV com candidose orofaringea primaria e recorrente. C.
albicans foi a espécie mais frequentemente isolada (84,5%), seguida por
C. glabrata (6,8%) e C. krusei (3,4%). Nao foi observada diferenga
significante na distribuicdo das espécies entre os pacientes com
candidose primaria e recorrente. Entretanto, os isolados dos pacientes
com candidose recorrente foram menos sensiveis aos antifungicos azois

quando comparados aos isolados das lesdes de candidose primaria.
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Embora, C. albicans seja a espécie predominantemente
isolada das lesbes de candidose, a frequéncia de isolamento das
espécies nao albicans esta aumentando progressivamente. Maninder e
Usha (2008) avaliaram a prevaléncia, caracterizacdo e a suscetibilidade
antifungica de espécies de Candida na candidose orofaringea em
pacientes HIV e verificaram que dos 100 pacientes portadores do HIV, 61
eram portadores de lesdes orofaringeas por Candida spp. e desse grupo
29,50% eram colonizados por espécies nao albicans e desse total 22,2%
eram resistentes ao fluconazol.

O aumento das espécies de Candida nao albicans na
candidose humana pode ser atribuido, em parte, aos avangos nos
meétodos de diagndstico, como o0 uso de meios de culturas primarios com
capacidade de diferenciagao entre espécies de Candida e a introducao de
técnicas moleculares como rotina para o diagnostico. Outros fatores tém
sido implicados no aumento da prevaléncia dessas espécies de Candida,
incluindo a introdugdo e o amplo uso de determinadas praticas médicas,
como a terapia imunossupressiva, o uso de antibidticos de amplo
espectro e 0 aumento do numero de procedimentos cirurgicos invasivos.
Além disso, esse aumento pode ser um reflexo da selecao de espécies na
presenca de determinados antifungicos, devido ao alto nivel de
resisténcia demonstrado pelas espécies nao albicans (Badiee et al., 2010;
Zomorodian et al., 2011; Silva et al., 2011b).

Mais de 90% das infec¢des invasivas por Candida sao
atribuidos a cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei. No entanto, a lista de novas espécies de Candida
isoladas das mais variadas formas continua a crescer a cada ano. Entre
as espécies nao albicans, C. glabrata tem emergido como um importante
patdgeno oportunista em todo o mundo. E a segunda espécie de Candida
mais isolada como parte da microbiota normal e seu papel como
patdgeno s6 foi reconhecido nas ultimas décadas. Infecgdo por C.

glabrata é visto com mais freqiéncia em idosos e € comparativamente
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rara em recém-nascidos e criancas. Embora os fatores de risco para
candidemia por C. glabrata parecem ser os mesmos que para candidemia
em geral, esta espécie em particular emergiu proeminente em pacientes
com doengas malignas hematologicas (Malani et al., 2005; Giri, Kindo,
2012).

Outra importante espécie desse género € C. krusei, ela é
responsavel por 4% das infec¢des sistémicas causadas por espécies nao
albicans de Candida, e tem maior prevaléncia em pacientes com doengas
malignas hematolégicas e transplantados de medula éssea. Uma das
principais razdes para a emergéncia dessa espécie é sua resisténcia
instrinseca ao fluconazol no qual € amplamente utilizado em pacientes
hospitalizados (Pfaller, Diekema, 2007; Giri, Kindo, 2012).

2.2 Interagao Microbiana

Os micro-organismos raramente existem na forma isolada
na natureza, quase na totalidade, eles sdo encontrados crescendo em
comunidades complexas denominadas biofilmes polimicrobianos, estes
sao aderidos a uma superficie abidtica ou bidtica. Biofilme pode ser
definido como um conjunto variado de micro-organismos (fungos,
bactérias e virus) aderidos a uma superficie e revestidos por uma matriz
extracelular, geralmente constituida por polissacarideos. O trato
gastrointestinal e a cavidade bucal sdo os dois sitios anatébmicos do corpo
humano que possuem maior diversidade microbiana, onde 600 a 1.000
espécies de bactérias foram identificadas como colonizadoras residentes.
Devido a grande diversidade e concentracdo de micro-organismos
presentes colonizando o mesmo habitat, interacées entre as espécies se
desenvolveram ao longo dos anos. Alguns micro-organismos

estabeleceram relagbes sinérgicas para facilitar a convivéncia em
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superficies epiteliais e utilizar eficientemente subprodutos metabdlicos de
outras espécies, enquanto outros tém desenvolvido relagbes competitivas
ou antagbnicas durante a colonizagao. Estas relagbes sao expressas pelo
contato célula-célula através de quorum sensing levando essa
comunidade microbiana a expressar diversos fendtipos de viruléncia,
imunomodulagéo, ou a combinagéo destes (Peleg et al., 2010; Peters et
al., 2012).

A estrutura do Dbiofime ¢é constituida por uma
estratificacdo das populagdes microbianas espacialmente organizadas,
onde se desenvolvem varias relacdes de cooperagao entre as diferentes
espécies (Gilbert et al.,, 1997; Peleg et al., 2010). Existe atualmente um
grande interesse no estudo das interagdes microbianas em biofilmes
mistos, devido a constatacdo de que os modelos de monoespécies nao
representam a realidade das relacbes entre multiespécies de
comunidades de bactérias e fungos encontradas nos estados de saude e
doenca (Thein et al., 2009).

As interagdes celulares mutuamente benéficas em
biofiimes mistos ocorrem quando as diferentes espécies fornecem
protecdo uma para a outra contra a resposta imune ou a agao de agentes
antimicrobianos. As relacbes antagbnicas entre bactérias e fungos tém
sido associadas com a secre¢cao de moléculas antifungicas no ambiente
local, pela liberagdo de toxinas diretamente na célula fungica ou pelo
esgotamento de nutrientes, o que leva a uma reducao de fungos no local.
Outro mecanismo da interacdo fungica-bacteriana € a modificacdo do
ambiente, como a mudancga no pH, que pode influenciar na formacéo de
hifas de determinados fungos (Peleg et al., 2010).

A maioria dos estudos sobre interagdes microbianas estao
focados na relacdo de bactérias e fungos. Entretanto, estudos na
literatura demonstram que infecgcdes por Candida podem ser causadas
por biofiimes formados pelas diferentes espécies desse género. A

interacao entre diferentes espécies de Candida em culturas planctdnicas
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e em biofilme foi demonstrado pela primeira vez na literatura por
Kirkpatrick et al. (2000) utilizando C. albicans e C. dubliniensis. O estudo
demonstrou que essas duas espécies de Candida quando associadas,
tinham um menor crescimento, possivelmente devido a competicao por
nutrientes e/ou pelos metabdlitos toxicos gerados pelas espécies.

Thein et al. (2007) estudaram a interagao in vitro entre C.
albicans e C. krusei em biofilmes formandos em superficies acrilicas de
protese total. Os autores encontram nos biofimes mistos baixa
quantidade de hifas e leveduras (ambos C. albicans e C. krusei) em
relacdo aos biofilmes formandos por unica uma espécie, sugerindo uma
competicdo. Embora os mecanismos exatos das interacbes entre as
espécies de Candida sejam desconhecidos, a competicdo pelos sitios de
adeséo, pelos nutrientes e as diferengas nas propriedades da superficie
celular entre as espécies podem explicar este fendmeno. Segundo
Samaranayake Y e Samaranayake L (1994), C. krusei possui maior
capacidade de colonizagao inicial em superficies acrilicas devido a sua
alta hidrofobicidade.

Silva et al. (2011a) estudaram a interacao de C. albicans
e C. glabrata em células epiteliais bucais (Rhoe). Os autores compararam
a invasao e o dano tecidual do grupo interagcdo com o grupo controle
(mono-infecgdo), a invasdo epitelial foi mensurada por microscopia
confocal laser e o dano epitelial pela mensuracdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH). Nos ensaios de infeccdo simples por C. glabrata,
essa espécie foi capaz apenas de colonizar o epitélio, porém nao
conseguiu invadi-lo e infecta-lo, o que contrastou com a extensa invasao
de tecido demonstrado pelo grupo controle de C. albicans. Ja durante a
infeccdo mista entre as duas espécies, C. glabrata foi capaz de invadir as
células, o que levou a um aumento da liberacdo de LDH pelas Rhoe
comparada a infecgao monotipica por C. glabrata.

Silva et al. (2013) compararam a formagao de biofilme in

vitro por C. glabrata e C. albicans, individualmente ou em associagao e,
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em seguida, examinaram os efeitos antimicrobianos das nanoparticulas
de prata e nistatina sobre os biofiimes formados apds 24 h. Foram
realizados ensaios de aderéncia nos biofilmes formados pelas diferentes
especies de Candida sobre a superficie de acrilico na presenca de saliva
artificial durante 2 h e 48 h. Os resultados mostraram que ambas as
espéecies foram capazes de se aderir e formar biofilmes em superficies
acrilicas. Um numero significativamente maior de UFC/mL foi observado
em biofiimes de C. glabrata em comparagdo com os formados por C.
albicans. Comparando o grupo associagao com os biofilmes monotipicos,
nao houve diferenga estatisticamente significante entre as UFC/mL. As
nanoparticulas de prata e a nistatina reduziram a biomassa dos biofilmes
de todos os grupos testados, entretanto as nanoparticulas de prata
apresentaram um efeito significativo na redugdo de C. glabrata em
comparagao com C. albicans. Os autores concluiram que C. glabrata e C.
albicans possuem uma relagdo neutra em biofilmes, sem aparente
cooperagao entre as espécies, e as nanoparticulas de prata e a nistatina
foram efetivas na reducao dos biofilmes mistos formados pela associagao
dessas espécies.

Pathak et al. (2012) estudaram in vitro a interagdo entre
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei em biofilmes de 24 h
formados em corpo de prova de resina acrilica. A formagao de biofilme foi
quantificada pela densidade éptica (DO) em ensaios colorimétricos. Os
autores encontraram maior atividade metabdlica em biofilmes formados
pela associagao entre as espécies de C. albicans e C. glabrata, seguida
pela interagdo de C. albicans com C. tropicalis. Entretanto foi observado
um decréscimo na atividade metabdlica em duas situagdes especificas, a
primeira quando C. krusei estava associada a C. albicans e quando o
biofilme foi formado com a associacao das quatro espécies estudadas.

Diferentes espécies de Candida nao-albicans como C.
dubliniensis, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis sdo cada vez mais

associadas com a morbidade e a mortalidade em populacdes especificas
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quando estdo em associagbes com outras espécies. Em algumas
situacdes, como em pacientes com o HIV, a associagao entre espécies de
Candida é ainda mais elevada (Thein et al., 2009). No estudo de Luque et
al. (2009) que foi anteriormente citado, os autores estudaram a
prevaléncia de leveduras do género Candida em 101 pacientes HIV-
positivos e verificaram que 22% apresentavam colonizacdo mista por
diferentes espécies de Candida, que foram constituidas na maioria das
vezes por associacdes de C. albicans e C. tropicalis, C. albicans e C.
glabrata, e C. albicans e C. Kkrusei.

Nace et al. (2009) estudaram a epidemiologia e a
prevaléncia nos casos de candidemias envolvendo multiplas espécies em
um centro de unidade de terapia intensiva na Philadelphia - USA. Foi
realizada uma analise retrospectiva dos episddios entre 2004 e 2007. Os
autores encontraram um total de quarenta casos de candidemia nesse
periodo e desses foram identificadas 81 amostras de Candida, sendo que
66,7% (54) eram de espécies néo albicans. As associacbes mais
frequentes observadas foram de C. albicans + C. glabrata (37,5%), C.
albicans + C. parapsilosis (20%), e C. glabrata + C. krusei (12,5%).

Leroy et al. (2009) avaliaram a epidemiologia de infeccbes
invasivas por Candida em pacientes hospitalizados de 2005 a 2006 na
Franca. Os autores encontraram 271 casos de candidemia e 305
amostras de Candida foram coletadas e identificadas nesse periodo. C.
albicans, foi a espécie mais prevalente (n = 174; 57,0%), seguida de C.
glabrata (n = 51; 16,7%), C. parapsilosis (n = 23, 7,5%), C. krusei (n = 16,
5,2%), C. tropicalis (n = 15; 4,9%), e C. kefyr (n = 11, 3.6%). Em 31
pacientes, a infeccdo foi causada por duas ou trés associagdes entre
diferentes espécies de Candida.

Lin et al. (2013) investigaram a prevaléncia e a
sensibilidade aos antifungicos de leveduras do género Candida em
pacientes infectados pelo HIV. Foram coletadas com auxilio de um swab

amostras da orofaringe de 105 pacientes e a sensibilidade dos isolados
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foi verificada frente ao fluconazol, voriconazol e anfotericina B. O estudo
mostrou que dos 105 pacientes, 54 (51,4%) eram portadores de Candida
na cavidade bucal, sendo que 20% apresentaram colonizagdo mista por
diferentes espécies. Entre os 68 isolados, C. albicans foi a espécie mais
prevalente (73,5%), seguida por C. tropicalis (5,9%), C. glabrata (5,9%) e
C. dubliniensis (4,4%). Entre os isolados de Candida, 7,5% e 6% foram
resistentes ao fluconazol e voriconazol, respectivamente. Todos os

isolados de Candida foram sensiveis a anfotericina B.

2.3 Galleria mellonella

Os estudos com patogénese microbiana, farmacologia e
imunologia tém tradicionalmente utilizado modelos vertebrados de
mamiferos, tais como camundongos, ratos, coelhos e cobaias, mas foi
recentemente complementado pela introdugdo de uma variedade de
modelos invertebrados. Estes novos modelos tém encontrado ampla
aplicagcao na pesquisa de doencas infecciosas (bacterianas e fungicas) e
estdo cada vez mais sendo utilizados devido as varias vantagens sobre o
uso convencional de mamiferos, incluindo a reducéo de custo na criacao,
rapidez nos resultados e menor impacto aos comités de ética (Mylonakis,
2008; Junqueira, 2012).

O uso de invertebrados como modelo de infeccao
experimental, nas doengas fungicas em particular, vem aumentando
consideravelmente, principalmente apés o estudo realizado em 1996 por
Jules Hoffmann e Bruno Lemaitre. Estes pesquisadores franceses
ganharam o Prémio Nobel em Fisiologia/Medicina apds verificar que a via
de sinalizacdo dos receptores Toll-like em Drosophila melanogaster é
indispensavel para a defesa do hospedeiro contra infec¢gdes fungicas.

Neste estudo, os pesquisadores confirmaram a importancia dessa via,
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pois as moscas Toll-deficientes n&do foram capazes de combater
Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al., 1996). Desde entdo, além da
mosca da fruta D. melanogaster, varios outros modelos de invertebrados
tém sido explorados para estudar patogenicidade, eficacia de compostos
antifungicos e imunidade inata. Entre esses modelos pode-se citar a
lagarta da tragca da cera Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans,
amebas de vida livre (Acanthamoeba castellanii e Dictyostelium
discoideum), bicho da seda Bombyx mori, mosquito Culex
quinquefasciatus, barata Blattella germanica, entre outros (Steenberger et
al., 2004; Lionakis et al., 2005; Chamilos et al., 2008; Evans et al., 2010;
Navarro-Velasco et al., 2011).

A lagarta da traca maior da cera de abelha, Galleria
mellonella, tem sido utilizada como modelo experimental para o estudo de
micro-organismos patogénicos, esse invertebrado possui diversas
vantagens em relagdo aos outros modelos invertebrados e vertebrados,
como, pode ser mantida a 37°C, apresenta resultados comparaveis com
os modelos vertebrados, possui bom tamanho, oferece precisdo e
facilidade na inoculacdo de patdégenos, ndo necessita de um local
especializado de acondicionamento como o0s outros modelos
invertebrados, possui curto tempo para o curso de infecgcao fungica, e
além disso pode-se estudar os estagios de filamentagcdo fungica em seu
corpo de gordura (Mylonakis, 2008; Rowan et al., 2009; Fuchs et al.,
2010).

Diversos estudos encontraram uma correlagdo positiva
entre a viruléncia e a resposta do hospedeiro em modelos experimentais
tanto de invertebrados como de vertebrados para uma gama de micro-
organismos, tais como Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans (Miyata et al., 2003; Mylonakis et al.,
2005; Michaux et al., 2011; Desbois, Coote, 2011; Junqueira et al., 2011;
Gaddy et al., 2012).
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Cotter et al. (2000) foram os pioneiros em estudar a
patogenicidade de Candida em G. mellonella. Foram inoculadas
suspensdes microbianas na hemolinfa das lagartas, sendo as mesmas
incubadas a 30°C por um periodo de 72 h. A seguir, as taxas de
mortalidade foram quantificadas. C. albicans foi a espécie mais
patogénica causando morte em 90% das lagartas, enquanto que a taxa
de mortalidade para as outras espécies foram de: 70% para C. tropicalis,
45% para C. parapsilosis, 45% para C. tropicalis, 20% para C. krusei e
0% para C. glabrata.

A patogenicidade das leveduras do género Candida foi
estudada em alguns trabalhos utilizando o modelo de G. mellonella com
correlacao positiva tanto com modelos in vitro como in vivo, porém todos
os estudos foram realizados em monoespécies. Junqueira et al. (2011)
compararam isolados bucais e sistémicos de Candida quanto a
capacidade de formar biofilmes in vitro com a patogenicidade de infecgao
em G. mellonella. Foram estudadas as espécies de C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. norvegensis e C.
dubliniensis. Os autores verificaram que as espécies de C. albicans e C.
dubliniensis que obtiveram maior formacado de biofilme in vitro também
foram as mais patogénicas em G. mellonella.

Brennan et al. (2002) estudaram a patogenicidade de
cepas mutantes de Candida em relagao a filamentacdo nos modelos de
G. mellonella e de ratos. Os autores demonstraram que a resposta a
infeccdo nos insetos mostra semelhangas com a encontrada em
mamiferos, o que possibilita uma redu¢cdo na necessidade de utilizar
mamiferos para testes de viruléncia de cepas mutantes. Sendo assim, o
modelo de invertebrados pode ser uma ferramenta para triagem de cepas
mutantes. A capacidade de pesquisar um grande numero de mutantes em
curto periodo de tempo, utilizando G. mellonella, € uma das vantagens
desse modelo em comparagdo com a utilizacgdgo de modelos

convencionais de vertebrados.
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Fuchs et al. (2010) correlacionaram a filamentagao de C.
albicans com sua patogenicidade em G. mellonella. Foram estudadas
cinco cepas mutantes para os genes BCR1, FLO8, KEM1, SUV3 e TEC1
que desempenham papel fundamental na filamentagdo, sendo
necessarios para a formagao de biofiime e invasdo de macrofagos nas
infeccbes de mamiferos. A cepa mutante FLO8 nao formou hifas em G.
mellonella, e esta também mostrou viruléncia reduzida nas lagartas. Ja a
cepa TEC1 foi capaz de filamentar, porém nao foi patogénica no modelo
testado. Os autores concluiram que somente a filamentacdo néo é
suficiente para uma infeccdo letal em G. mellonella e sugeriram que
outros fatores de viruléncia de Candida estdo associados a
patogenicidade in vivo e com os genes que regulam a filamentacéo.

Rossoni et al. (2013) correlacionaram a produgédo de
proteinase e fosfolipase por Candida spp. com sua patogenicidade em G.
mellonella. Foram estudadas 24 cepas clinicas de Candida incluindo as
espécies de C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis, C. norvegensis, C. lusitaniae e C. guilliermondii. A
atividade enzimatica foi encontrada em 100% das cepas de C. albicans,
enquanto que para as espécies nao-albicans foi encontrada taxas de 25%
e 43% de producdo para proteinase e fosfolipase, respectivamente. As
espécies mais patogénicas para G. mellonella foram C. albicans e C.
dubliniensis, enquanto C. glabrata foi a menos virulenta. Os autores
concluiram que a viruléncia das cepas de Candida em G. mellonella esta
correlacionada com a quantidade de enzimas produzidas por cada cepa.

O modelo de G. mellonella também tem sido usado para
testar a patogenicidade de espécies emergentes de Candida e terapias
antimicrobianas. Mesa-Arango et al. (2013) investigaram a viruléncia de
C. tropicalis em G. mellonella em diferentes concentragdes, temperaturas
e a eficacia de antifungicos neste modelo de infeccdo. Quando as larvas
foram infectadas com indculos de diferentes concentracdes (4x10°, 2x10°,

5x10° e 5x10° célula/mL), observou-se um efeito dose-dependente sobre
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a morte das lagartas. C. fropicalis foi patogénica para os animais, tanto a
30°C e 37°C, embora a 37°C a taxa de mortalidade tenha sido mais
evidente. As eficacias da anfotericina B, caspofungina, voriconazol e
fluconazol foram testadas em diferentes concentragdes, e um efeito de
protecdo e/ou prolongamento da sobrevida foi observado com todos os
farmacos em concentragbes equivalentes a dose terapéutica. A carga
fungica aumentou nas lagartas infectadas durante o tempo de infecgao e
somente a anfotericina B e fluconazol reduziram o numero de unidades
formadoras de colénias nos animais.

C. africana foi anteriormente proposta como uma nova
espécie dentro do complexo de espécies C. albicans, como ocorreu com
C. dubliniensis, embora novos estudos a apontem como uma variante
incomum dentro da espécie C. albicans. Borman et al. (2013) avaliaram e
compararam a viruléncia de isolados de C. albicans, C. africana e C.
dubliniensis em modelo de infecgdo sistémica de G. mellonella. Os
autores verificaram que a espécie emergente C. africana é
significantemente menos patogénica do que C. albicans e C. dubliniensis
no modelo testado.

Chibebe Junior et al. (2013) desenvolveram um sistema
in vivo para o estudo da terapia fotodindmica antimicrobiana,
isoladamente ou em combinacdo com antimicrobianos (vancomicina,
gentamicina, ampicilina e estreptomicina), em G. mellonella infectadas por
Enterococcus faecium. Lagartas infectadas por E. faecium e sem nenhum
tratamento foram utilizadas como controle positivo. Os autores verificaram
que a taxa de mortalidade de G. mellonella foi dependente do numero de
células bacterianas (10°, 10° e 10" UFC/mL) injetadas na hemolinfa e que
todas as cepas testadas foram letais. O grupo tratado com os
antimicrobianos ampicilina, gentamicina ou a combinagdo de ambos
prolongaram a sobrevivéncia dos animais infectados em relagéo ao grupo
controle. Para o desenvolvimento da PDT antimicrobiana, os autores

injetaram fotossenssibilizador azul de metileno (1uM) na hemolinfa das
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lagartas e em seguida as irradiaram. O grupo PDT também prolongou a
sobrevivéncia de G. mellonella em relagdo ao grupo controle. Ja a
associagdo das terapias (PDT e antimicrobianos convencionais)
prolongou significativamente a sobrevivéncia de G. mellonella quando
comparado ao grupo somente tratado com PDT, mostrando que a
combinacdo de terapias € mais eficiente do que a PDT isoladamente. A
combinagao de terapias mostrou-se eficiente em uma cepa resistente a
vancomicina, prolongando significativamente a sobrevivéncia das lagartas
quando comparados com o grupo que utilizou somente PDT, ou
tratamento com vancomicina, este resultado sugere que a aplicagado da
PDT torna a cepa resistente a vancomicina mais suscetivel a agdo desta.
Os autores concluiram que o modelo invertebrado de G. mellonella foi
eficaz no estudo da PDT antimicrobiana e possibilita a combinacdo de
tratamentos.

Herrero et al. (2013) correlacionaram a proteina
transmembranica opy2 de C. albicans com sua patogenicidade em G.
mellonella. Esta proteina é necessaria para desencadear a fosforilagao de
Cek1 por diferentes estimulos, tais como a retomada do crescimento a
partir de fase estacionaria, a adicdo de compostos como zymolyase ou
durante qualquer agressao do meio externo. Cek1 faz parte da via MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), uma via intracelular que esta
envolvida na resposta da célula ao estresse e desempenha papel
fundamental no crescimento de hifas e na construgcdo da parede celular.
Cepas opy2 mutantes exibiram maior suscetibilidade na integridade da
parede celular e patogenicidade reduzida em G. mellonella em
comparagao com uma cepa padrdao de C. albicans. Ap6s 72 h de
infeccdo, 70% das lagartas inoculadas com a cepa mutante opy2
permaneceram vivas, porém 100% das lagartas inoculadas com a cepa
padrdao morreram. Os autores sugerem que essa proteina opy2 esteja

relacionada com a viruléncia em C. albicans.
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Banville et al. (2012) estudaram os efeitos da privacao
nutricional de G. mellonella com sua capacidade de resistir a infecgao por
Candida albicans afim de estabelecer condigdes padronizadas nos
ensaios experimentais com esse modelo de invertebrado. As lagartas que
foram privadas de alimentagdo durante sete dias demonstraram um
aumento na suscetibilidade a infecgao por C. albicans. Além disso, esses
animais apresentaram menor densidade de hemdcitos e uma redugao na
expressdo de uma série de peptideos antimicrobianos (lipocalina) e
proteinas do sistema imunolégico (apolipophorin e arylphorin) em
comparagao com 0s animais que se alimentaram normalmente (controle).
Os autores concluiram que a privagdo de alimento leva a uma redugao
nas respostas celulares e imunes e uma suscetibilidade aumentada a
infecgdes.

O modelo experimental de G. mellonella é recente e cada
vez mais tem ganhado aceitagdo na comunidade cientifica (Junqueira,
2012), o que permite novas possibilidades para o desenvolvimento e

avancgo da pesquisa com patdégenos humanos.

2.4 Candidose experimental

Os modelos de animais vertebrados sdo importantes
ferramentas para o estudo da patogénese, diagndstico e interagao
patdgeno-hospedeiro. Entre os modelos de vertebrados, os camundongos
sao muito utilizados para o estudo da candidose bucal por causa do baixo
custo, facilidade de manuseio, viabilidade da técnica, experiéncia com seu
uso e por apresentar sistema imune semelhante ao do ser humano. Além
disso, os camundongos sao considerados padrao ouro para o estudo da
interacao patdgeno-hospedeiro, ndo possuem Candida como constituinte

da sua microbiota bucal e reproduzem condi¢gdes préoximas do ambiente
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bucal humano (Samaranayake Y, Samaranayake L, 2001; Clancy et al.,
2009).

Hisajima et al. (2008) estudaram o processo de adesao e
invasdo nos estagios iniciais da infecgdo por C. albicans em modelo
murino. Foram utilizados 131 camundongos machos, estes foram
anestesiados e, em seguida, inoculados com C. albicans. Apés 1 e 3 h da
inoculagao as linguas foram ressecadas e lavadas seqlencialmente com
solugao fisiologica e ftripsina a 0,25% para desprender as células néo
aderidas. Os cortes foram avaliados através da microscopia de luz e de
varredura, no grupo de 1 h apds a inoculagao a maior parte das células de
Candida aderidas a superficie da lingua estavam agrupadas, localizadas
principalmente nos espacos entre papilas filiformes e cobertas com uma
substancia mucoidal. Ja nas linguas de 3 h apds a inoculagéo, existiam
aglomerados de hifas e leveduras e estas ndo podiam ser facilmente
retirados da superficie da lingua pela lavagem com a tripsina. Estes
resultados indicam que as hifas de Candida comegam a invadir a
superficie da lingua em 3 h apds a inoculagdo e os autores sugerem que
a substancia mucoidal que cobriam estas células pode ter um papel
importante no inicio da interacédo entre as células de Candida e o epitélio
colonizado.

Para a inducdo da candidose experimental sao
necessarios fatores predisponentes como o uso de antibidético de amplo
espectro (tetraciclina ou penicilina) (Allen et al., 1985; Martins et al.,
2011), xerostomia (Jorge et al., 1993a; Jorge et al., 1993b; Totti et al.,
2002), influéncia de horménios ovarianos (Junqueira et al., 2005) e uso de
corticosterdides (Takakura et al., 2003; Ishibashi et al., 2007).

Kanaguchi et al. (2012) avaliaram o efeito do fluxo de
proteinas da saliva na colonizacdo inicial de C. albicans em modelo
murino nos tempos de 30, 60 e 90 min. Os autores utilizaram animais com
delecdo no gene NOD/SCID.e2f1-/- que em decorréncia da mutagao

apresentavam hipossalivacéo, diminui¢ao do fluxo das proteinas salivares
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(mucina e amilase), falta de IgA e IgG na saliva, e diminuicdo no numero
das células NK e animais NOD/SCID.e2f1+/+ foram utilizados como grupo
controle. Suspensdes de C. albicans foram inoculadas na cavidade bucal
dos animais depois de uma assepsia prévia com clorexidina. A UFC/mL
de C. albicans diminuiu progressivamente nos animais controle apos a
inoculagdo em relagéo ao grupo mutante, entretanto, a hipossalivagdo em
NOD/SCID.e2f1-/- ndo aumentou a colonizacdo de C. albicans em
comparagao com os animais controle. Com esse dados, o estudo sugere
que o fluxo de protéinas salivares é um importante fator na colonizagéo de
inicial de C. albicans e que receptores para Candida na saliva podem nao
estar suficientemente disponiveis na cavidade bucal dos animais
NOD/SCID.e2f1-/-.

Os efeitos protetores da saliva humana também ja foram
estudados na candidose experimental em modelo murino, Kamagata-
Kiyoura et al. (2004) inocularam C. albicans na cavidade bucal de
camundongos imunossuprimidos e em intervalos especificos de 3, 6, 12,
24, e 36 h apos a inoculagao estes animais receberam 0,1 mL de saliva
humana ou agua destilada estéril (grupo controle) na cavidade bucal.
Apods 72 h da inoculagdo com C. albicans, foi realizada recuperagéo de C.
albicans na cavidade bucal dos animais para contagem de UFC/mL e uma
avaliagdo macroscopica sobre a superficie das linguas. O estudo mostrou
que a UFC/mL e o grau de candidose sobre a superficie das linguas
foram significativamente menores no grupo de saliva humana do que no
grupo controle. Os autores sugerem que a administracdo de saliva
humana pode inibir a colonizagdo da cavidade bucal e o processo de
infecgao por C. albicans em modelo de camundongo imunossuprimido.

Junqueira et al. (2005) avaliaram a influéncia dos
horménios  ovarianos na candidose experimental de ratas
ovariectomizadas. Os autores compararam o0 numero de lesdes e a
recuperacao de C. albicans em animais ovariectomizados com animais

controle. Apods trés inoculagdes consecutivas de C. albicans, os animais
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foram eutanasiados nos intervalos de 6 h, 24 h, 7 dias e 15 dias apds a
ultima inoculagdo. Os animais ovariectomizados apresentaram menor
recuperacao de C. albicans da cavidade bucal e menor ocorréncia de
lesdes na lingua, sugerindo que os hormdnios ovarianos possuem
influéncia significante sobre a candidose bucal.

Os corticosterdides sdo comumente utilizados pelas suas
propriedades anti-inflamatéria e imunossupressora. E um dos efeitos
colaterais associados com a sua utilizagao prolongada € a candidose
bucal e da orofaringe, pois esses medicamentos inibem processos
associados com a inflamacédo e resposta imune (Tanaka et al., 2002). O
modelo murino de candidose bucal em camundongos imunossuprimidos
por corticosteréide desenvolvido por Takakura tem sido adotado
atualmente por varios autores para o estudo do processo da patogénese
da candidose e de novas terapias, como a terapia fotodindmica (Mima et
al., 2010; Costa et al., 2012; Dovigo et al., 2013) e a fitoterapia (Taguchi
et al., 2010; Hayama et al., 2010; Taguchi et al., 2011).

Okada et al. (2013) estudaram o processo inicial de
infeccdo por C. albicans e sua resposta imunolégica em 115
camundongos imunossuprimidos por prednisolona. Apds a inoculacédo de
Candida, foi realizada recuperacao de leveduras de Candida da cavidade
bucal dos animais, analise macroscopica e microscédpica nos seguintes
tempos: 24, 48, 72, 96 e 144 h. Foi realizada analise histopatoldégica por
coloragcao de PAS e imunofluorescéncia e as citocinas IL-4, IL-12, IFN-y,
TNF-a de amostras das lesdes das linguas foram quantificadas por
ELISA. O estudo mostrou que C. albicans invadiu a superficie da lingua
dentro de 24 h e inicou a formagdo das placas brancas. Na analise
histolégica foi observada a presenca de inflamacao aguda localizada nos
tecidos superficiais das linguas subjacente as hifas de C. albicans. Entre
24 e 48 h apods a ultima inoculacdo houve uma exacerbagao nos sinais e
sintomas e a partir de entdo os sintomas comecara a diminuir. Em relagao

as citocinas, houve um aumento na produgdo de IL-12 e do IFN-y



40

somente no grupo de 48 h apds a inoculagéo. Os autores concluiram que
a pior condigdo no processo de desenvolvimento da candidose em
modelo murino foi encontrada 48 h apds a inoculagao. Nesse tempo pos-
inoculagdo, a superficie das linguas estavam cobertas com hifas de
Candida, tinham um acumulo de neutréfilos sob as lesbes e continham
niveis elevados de IL-12 e do IFN-y.

O estudo da fitoterapia como alternativa ao tratamento
das candidoses também foi testado em modelo murino, Ninomiya et al.
(2012) avaliaram a eficacia terapéutica do 6leo de Melaleuca alternifolia, e
0 seu componente principal, o terpinen-4-ol apdés 3 h da inoculacao de C.
albicans na cavidade bucal dos camundongos. Os autores utilizaram dois
isolados clinicos de C. albicans, um isolado suscetivel ao fluconazol
(TIMM 2640) e outro resistente aos azéis (TIMM 3163). Os tratamentos
com o Oleo essencial ou terpinen-4-ol foram realizados com o auxilio de
um swab apos 3 h e 24 h da inoculagao de C. albicans. O estudo mostrou
que os tratamentos diminuiram os sinais de candidose na lingua dos
animais e o numero de células viaveis na recuperacido, para os animais
infectados tanto com a cepa sensivel ao fluconazol quanto a resistente.
Estes resultados sugerem que o 6leo de M. alternifolia e o terpinen-4-ol
possuem potencial terapéutico nos casos de candidose bucal induzido por
isolados sensiveis ou resistentes aos antifungicos.

Dovigo et al. (2013) estudaram em modelo murino a
terapia fotodindmica (PDT) e utilizaram a curcumina, um fitoterapico,
como fotossensibilizador. Quarenta camundongos imunossuprimidos com
candidose bucal induzida apds cinco dias receberam curcumina tépica e
irradiagdo com um diodo emissor de luz (LED). Animais sem qualquer
tratamento foram utilizados como controle. Os autores verificaram que a
PDT utilizando curcumina causou redugao de 4 logqo de C. albicans em
relagdo ao grupo controle. O estudo mostrou que a curcumina associada
ao LED foi eficaz para a inativagao in vivo de C. albicans sem danificar o
tecido epitelial dos animais.
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Costa et al. (2012) também estudaram a agao antifungica
da terapia fotodindmica (PDT) em modelo de camundongo
imunossuprimido. Um total de 56 animais com candidose bucal foram
submetidos a PDT e apds o tratamento, foi realizado a recuperacéo e
quantificacdo de C. albicans (UFC/mL) da cavidade bucal dos animais
para comparar com animais com candidose e sem tratamento (controle).
Os autores verificaram que a PDT reduziu significativamente a quantidade
de C. albicans presente nas lesdes de candidose e com isso o estudo
demonstra que a PDT foi efetiva in vivo contra C. albicans.

Até o presente momento apenas Yoshioka et al. (2012)
estudaram a candidose bucal em camundongos com uma espécie nao-
albicans utilizando o modelo murino desenvolvido por Takakura, que
induz a infeccdo pela associacdo do uso de corticosteréide com um
antimicrobiano (tetraciclina). Os autores tentaram comparar a patogénese
de C. dubliniensis com C. albicans, porém nao se desenvolveu candidose
bucal em nenhum animal pela infecgdo com C. dubliniensis.

Recentemente, Mosci et al. (2013) descreveram um novo
modelo de monitoramento em tempo real de candidose experimental em
camundongos. Os animais foram imunossuprimidos por injegdes cutaneas
de acetato de cortisona e apds dois dias foi inoculado com o auxilio de um
swab um isolado de C. albicans geneticamente bioluminescente. Os
autores adotaram a bioluminescéncia como técnica de imagem in vivo
para analisar as linguas, pois essa cepa de C. albicans expressa
constitutivamente luciferase, essas sao enzimas que catalisam as reacdes
bioldégicas transformando energia quimica em energia luminosa. Este
estudo representa uma inovadora ferramenta para testes de progressao
em tempo real de infeccdo, identificacdo de sitio alvo de C. albicans em
orgaos especificos, avaliacdo de terapias anti-fungicas e proporciona
estudos afim de visualizar a disseminagao de candidoses localizadas

para candidemias.



3 PROPOSIGAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a) Avaliar as interacbes de C. albicans com C.
glabrata e C. krusei em biofilmes formados in vitro
por meio da contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC/mL);

b) Estudar as interagbes das espécies C.
albicans, C. glabrata e C. krusei na candidose
experimental em modelos invertebrados de G.
mellonella por meio da analise da curva de
sobrevivéncia e contagem de UFC/mL de Candida

na hemolinfa;

c) Analisar as interagdes das espécies C.
albicans, C. glabrata e C. krusei na candidose
experimental em camundongos imunossuprimidos
por meio da contagem de UFC/mL de Candida
recuperadas da cavidade bucal, analise

macroscopica e microscopica do dorso da lingua;

d) Comparar os diferentes modelos para o estudo
das interagcbes microbianas entre as espécies de
Candida.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Campus de Sao
José dos Campos/UNESP, conforme protocolo n° 14/2011 — PA/CEP
(Anexo) e foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacado Animal (COBEA).

4.2 Micro-organismos

Foram estudadas 3 cepas padrdao de Candida, incluindo
C. albicans (ATCC 18804), C. krusei (ATCC 6258) e C. glabrata (ATCC
90030). Todas as cepas foram provenientes do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia / UNESP.
Os ensaios de formacao in vitro de biofilmes homotipicos e heterotipicos e
inducdo de candidose experimental, tanto no modelo invertebrado como
no vertebrado, foram divididos nos seguintes grupos: C. albicans + C.
glabrata, C. albicans + C. krusei, C. glabrata + C. krusei, somente C.
albicans, somente C. krusei e somente C. glabrata. Os grupos e a

distribuicdo das amostras estao representados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Numero de ensaios e animais distribuidos em relagdo aos
grupos experimentais

Grupos Biofilme Galleria mellonela Camundongos
in vitro
Ensaio de Contagem
sobrevivéncia | de UFC/mL
C. albicans 10 16 75 8
C. glabrata 10 16 75 8
C. krusei 10 16 75 8
C. albicans+ 10 16 75 8
C. glabrata
C. albicans 10 16 75 8
+ C. krusei
C. glabrata 10 16 75 8
+ C. krusei
Total 60 546 48

4.3 Estudo das interagdes microbianas em biofilme formado in vitro

4.3.1 Preparo da suspenséo de Candida

Para cada cepa de Candida foi preparada suspensao

padronizada de micro-organismo contendo 10" células/mL. As cepas de

Candida foram cultivadas em agar sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai,

India) por 24 h a 37°C. A seguir, cada cepa foi semeada em caldo Yeast

Nitrogen Base (YNB, Himedia, Mumbai, India) acrescido de 100 uyM de

glicose (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) e incubada a 37°C por 18 h.

O crescimento foi centrifugado a 10000 rpm por 5 min, o

sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em 10 mL de

solugdo fisiologica esterilizada (NaCl 0,85%). A contagem do numero de

células em suspensao foi determinada em Camara de Neubauer

espelhada (Laboroptik GmbH, Alemanha) .
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4.3.2 Formacao do biofilme in vitro

Para a formacao dos biofilmes foi utilizada a metodologia
descrita por Seneviratne et al. (2009) com algumas modificagdes.

Inicialmente, foi pipetado 200 pL da suspenséao
padronizada do micro-organismo em placas de microtitulagdo de 96 pocos
(Costar Corning, Nova York, EUA). Para a formacado dos biofiimes
heterotipicos foi colocado 100 pyL da suspensdo de cada espécie de
Candida. A placa foi incubada em agitacdo a uma rotagcdo de 75 rpm
(Quimis, Diadema, Sao Paulo) a 37°C por 90 min para fase inicial de
adesdo. Decorrido este periodo, a suspensao de Candida foi
delicadamente aspirada e cada poco foi lavado com 200 uL de solucao
fisiolégica tampao fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido por 2
vezes para a remogao das células ndo aderidas. Em seguida, foi pipetado
200 yL de Caldo YNB (Difco, Detroit, USA) acrescido de 100 uM de
glicose e as placas foram incubadas a 37°C por 48 h em agitagao
(Quimis, Diadema, Sao Paulo). O caldo foi trocado a cada 24 h.

Apos 48 h, o conteudo da placa com os biofilmes
formados foi aspirado e lavado 4 vezes com solucéao fisioldgica tampao
fosfato (PBS). A seguir, foi colocado 200 yL de PBS em cada pogo da

placa.

4.3.3 Contagem das unidades formadoras de colonia (UFC/mL) do
biofilme

O biofilme formado no fundo da placa de microtitulagao de
96 pocgos (Costar Corning, Nova York, EUA) foi cuidadosamente raspado

com um palito de madeira estéril. A seguir, foi aspirado 100 uL de cada
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poco e transferido para um tubo falcon contendo 6 mL de solucéo
fisiolégica tampao fosfato (PBS).

Os tubos foram homegeneizados por 30 s utilizando-se
homogeneizador ultra-sénico (Sonoplus HD 2200 - Bandelin Eletronic)
com poténcia de 50 W, para desagregar o biofilme. A partir da solugao
contendo PBS e o biofilme desprendido foram feitas dilui¢des seriadas até
10*. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluigdo foram semeadas em placas de
Petri contendo meio cromogénico HiCrome Candida (Himedia, Mumbai,
India). As placas foram incubadas a 37°C por 48 h. Apds o periodo de
incubacao, as espécies de Candida dos biofilmes heterotipicos foram
diferenciadas pela cor da colénia em agar HiCrome Candida: verde clara
para C. albicans, roxa para C. krusei e magenta para C. glabrata.

A seguir, para cada espécie de Candida foi determinado o
numero de unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) e os valores

transformados em logaritmo.

4.4 Estudo das interagc6es microbianas em modelo de Galleria
mellonella

4.4.1 Infecgao de G. mellonella por Candida

Para este estudo foi utilizada a metodologia descrita por
Mylonakis et al. (2005) e Cowen et al. (2009). Foram utilizadas G.
mellonella em estagio final da fase larval com peso corporal de
aproximadamente 250 mg cedidas pela pesquisadora Marcia Prata da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA.

As suspensbes de cada cepa de Candida foram
preparadas a partir de culturas em 5 mL de caldo YNB a 37°C por 18 h. A
seqguir, as células foram centrifugadas a 2000 Xg por 10 min, sendo o
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sobrenadante descartado. A seguir, o depdsito foi ressuspendido em PBS
e misturado em agitador de tubos (vortex) por 30 s. Essa lavagem das
células foi repetida por mais 2 vezes. As densidades celulares foram
ajustadas em 10° células viaveis/mL por meio de hemocitdmetro.

Antes da injecao, foi feita anti-sepsia da area com algodao
embebido em alcool.

Um in6culo de 10 pL da suspensao de Candida foi
injetado na hemolinfa de cada larva através da ultima proleg, utilizando
seringa Hamilton de 10 uL. Para os grupos que associam duas espécies
de Candida foi injetado 5 uL da suspensao de cada espécie nas ultimas
duas proleg. E um grupo com 5 uL de suspensao monotipica de Candida
e 5 uL de PBS também foi realizado para cada espécie. As densidades
celulares dos inoculos de Candida foram confirmadas por meio da
determinacdo de UFC/mL em agar sabouraud dextrose.

Para cada tempo nos grupos interacao, foi incluido um
grupo controle contendo 5 lagartas no qual foi injetado 5 uL de PBS na
ultima prolegue esquerda e 5 yL de PBS na ultima prolegue direita com o
objetivo de analisar a ocorréncia de mortes de G. mellonella provocadas

pela injuria traumatica das injecoes.

4.4 .2 Analise de sobrevivéncia de G. mellonella

Apos a injegdo, as lagartas foram armazenadas em
recipientes de plastico a 37°C e o numero de G. mellonella mortas foi
anotado diariamente durante 5 dias. As lagartas foram consideradas
mortas quando nao apresentarem nenhum movimento ao toque. A curva
de morte e estimativa das diferencas na sobrevivéncia foram
determinadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox) utilizando o Programa
GraphPad Prism.
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4.4.3 Contagem de UFC/mL de Candida na hemolinfa de G. mellonella

Para quantificar o numero de cada espécie de Candida
presente na infeccdo em G. mellonella, as células fungicas foram
extraidas da hemolinfa no tempo imediatamente apds a inoculagdo (0) e
nos tempos 4, 8, 12, 18 e 24 h apds as lagartas serem infectadas com as
diferentes espécies de Candida. Para cada grupo e tempo foi utilizado um
pool de 5 lagartas para coleta de hemolinfa suficiente para realizacéo das
diluicbes seriadas. Como o experimento foi realizado em ftriplicata, para
cada grupo e tempo foram utilizadas 15 lagartas.

Em cada tempo indicado, as lagartas sobreviventes por
grupo foram cortadas por meio de uma lamina de bisturi no sentido céfalo
caudal e espremidas para remoc¢ao da hemolinfa. A hemolinfa das
lagartas foi acondicionada em tubos Eppendorf com um volume final de
cerca de 100 pyL. Em seguida, a hemolinfa extraida foi homogeneizada e
diluida serialmente. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram
semeadas em placas de Petri contendo meio cromogénico HiCrome
Candida (Himedia, Mumbai, India). As placas foram incubadas por 72 h a
37°C e posteriormente foi feita a contagem das colbnias para o calculo de
UFC/mL.

4.5 Estudo das interagdes microbianas em modelo de camundongo
imunossuprimido

4.5.1 Animais experimentais

Foram utilizados 48 camundongos albinos machos (Mus

musculus) provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncia e
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Tecnologia/lUNESP, sendo utilizados 24 animais para o estudo de
candidose experimental mista induzida pelas associagdes de C. albicans
com C. glabrata, C. albicans com C. krusei e C. glabrata com C. krusei e
24 animais para os grupos controles que foram inoculados somente com
C. albicans, C. krusei e C. glabrata. A linha do tempo com a distribuicao
dos dias e seus respectivos experimentos estao representados no Quadro
2.

Quadro 2 - Linha do tempo com a distribuicdo dos dias e seus respectivos
experimentos

Dias Experimento

1° dia 1% imunosupressao

2° dia Inoculagéo das suspensodes de Candida

3° dia 2% imunosupress&o

4° dia Inoculagéo das suspensodes de Candida

5° dia 32 imunosupressao

6° dia Recuperacdo, eutanasia, analise macroscépica e
preparo para analise histoldgica.

4.5.2 Verificagdo de colonizagao natural por Candida spp. na cavidade
bucal dos camundongos

Antes de iniciar a indugcdo de candidose bucal por C.
albicans, C. krusei e C. glabrata foi verificada a colonizacao natural por
leveduras do género Candida na cavidade bucal de todos os animais.
Para isto foi coletado, com o auxilio de um swab estéril, material de toda a
cavidade bucal, principalmente do dorso da lingua. O swab foi
imediatamente semeado em placas com agar Sabouraud dextrose (Difco,
Detroit, USA) acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol por mL de meio

(Vixmicina, S&o Paulo, Brasil). As placas foram incubadas a 37°C por 48




50

h, e quando nao havia crescimento, as placas foram incubadas por mais 5
dias em temperatura ambiente. Foram utilizados somente animais com

cultura negativa para Candida na cavidade bucal.

4.5.3 Imunossupressao e administragao de tetraciclina

Os animais foram imunossuprimidos com trés injecdes via
intramuscular de prednisolona (Depo-Medrol, Laboratorios Pfizer Ltda.,
Guarulhos, Brasil) na regiao interna da pata traseira na dose de 100
mg/Kg de massa corporal, intercaladas com as duas inoculagbes de
Candida conforme demonstrado no Quadro 2.

Na 4agua de beber foi administrado cloridrato de
tetraciclina (Terramicina, Pfizer) na concentracéo de 0,83 mg/mL iniciando
1 dia antes da infeccdo e mantido até o final do experimento. A
imunossupressao e administragdo de tetraciclina foram realizadas de
acordo com o modelo experimental desenvolvido por Takakura et al.

(2003) e Mima et al. (2010) com algumas modificacdes.

4.5.4 Preparo da suspensao de C. albicans, C.krusei e C. glabrata

Cada cepa de Candida foi cultivada em agar Sabouraud
dextrose (Difco, Detroit, USA) a 37°C por 24 h. O crescimento foi
suspenso em 5 mL de PBS e centrifugado a 2000Xg durante 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido novamente. O
sedimento foi suspenso em 5 mL de PBS e padronizado em 10® células

viaveis/mL em hemocitdémetro.
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4.5.5 Inoculagdo da suspensdo de Candida na cavidade bucal dos
camundongos

A inoculacdo da suspensdo de Candida foi realizada
conforme Takakura et al. (2003) com algumas modificagdes. Os animais
foram sedados via intramuscular com injegdes de 50 uL de cloridrato de
clorpromazina na concentracdo de 2 mg/mL. Os camundongos foram
inoculados com auxilio de um swab estéril encharcado na suspensao do
micro-organismo padronizada em 10® células/mL esfregando por 3 min
sobre o dorso da lingua, um dia apds a primeira imunossupressao e apés
a segunda imunossupressdo. Para os grupos com associagao de
espécies foi realizado o mesmo procedimento, porém o swab foi

encharcado em suspensdes mistas padronizadas.

4.5.6 Recuperagéo de Candida da cavidade bucal dos camundongos

Ap6s 2 dias da segunda inoculagédo, foram coletadas
amostras do dorso da lingua dos animais com swab, os quais foram
imediatamente colocados em tubos de ensaio contendo 0,99 mL de PBS,
e agitado durante 30 s. Foram realizadas dilui¢des seriadas. A seguir, 0,1
mL de cada diluicdo foi semeada em duplicata na superficie de placas
contendo meio cromogénico HiCrome Candida (Himedia, Mumbai, India)
para diferenciar as espécies recuperadas. As placas foram incubadas a
37°C por 48 h. Foram contadas colbnias tipicas de Candida em placas
que apresentaram de 30 a 300 colbnias para a determinacdo de UFC/mL.
As placas contendo nimero de coldnias inferior a 30 na diluico 107

foram consideradas como 107 células de Candida.
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4.5.7 Eutanasia dos animais

A eutanasia dos camundongos foi realizada 2 dias apds a
segunda inoculacdo de Candida. Esse procedimento foi realizado
administrando-se dose excessiva de anestésico. Apos anestesia, foi
coletado material do dorso da lingua para recuperagdo de Candida
conforme descrito no item acima 4.5.6. A seguir, as linguas foram

removidas para a realizagao das analises macroscopica e microscopica.

4.5.8 Analise macroscépica de Candida no dorso da lingua

Durante a realizagdo dos tratamentos experimentais e
apo6s a eutanasia dos animais, foram observadas lesdes caracteristicas
de candidose pseudomembranosa no dorso da lingua dos camundongos
e foram atribuidos escores de 0-4 de acordo com as lesdes: 0, normal; 1,
placas brancas em menos de 20%; 2, placas brancas variando de 21-90
%; 3, placas brancas em mais de 91%; 4, placa branca espessa como
pseudomembranas em mais de 91% (Takakura et al. 2003). As linguas
retiradas foram observadas com o auxilio de lupa estereoscopica (Zeiss),

com aumento de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes.

4.5.9 Analise microscopica de Candida no dorso da lingua

Para a analise microscopica das lesdes, as linguas foram
fixadas em formol a 10% por 24 h e seccionadas em duas partes no

sentido sagital. Apds inclusdo em parafina, foram obtidos cortes seriados
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de 5 pm de espessura, que foram corados pelas técnicas da
Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Periédico de Schiff (PAS).

A presengca de candidose foi pesquisada em toda a
superficie do dorso da lingua e a descrigdo dos cortes histolégicos foi
realizada de acordo com a presencga de leveduras e hifas, localizagao e
extensao das lesbes e alteracdes dos tecidos envolvidos.

A presenca de leveduras e hifas foi quantificada de
acordo com a metodologia de Junqueira et al. (2005), atribuindo-se os
seguintes escores para os campos histologicos: 0, auséncia de leveduras
e hifas; 1,de 1 a 5; 2, de 6 a 15; 3, de 16 a 50; 4, mais de 50.

Foram observadas as seguintes alteragdes teciduais no
dorso da lingua de <cada camundongo: hiperplasia epitelial,
desorganizagdo da camada basal, exocitose, espongiose, perda das
papilas filiformes, hiperqueratose e formacdo de microabscessos
intraepitelial. Para o infiltrado inflamatério cronico, foram atribuidos os
seguintes escores: 0 (auséncia de células inflamatdrias), 1 (infiltrado
inflamatorio discreto), 2 (infiltrado inflamatério moderado) e 3 (infiltrado

inflamatorio acentuado).

4.6 Analise Estatitica

A andlise dos dados de UFC/mL dos biofilmes in vitro, de
Candida na hemolinfa de G. mellonella e da recuperacdo dos
camundongos foi feita por Analise de Variancia, Teste de Tukey ou t de
Student. A analise da curva de sobrevivéncia foi realizada no programa
Graph Pad Prism utilizando o teste Log-rank (Mantel-Cox). Para avaliagéo
dos escores obtidos na andlise macroscopica e histologica foram
aplicados os testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Bonferroni (p <
0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Estudo das interagc6es microbianas em biofilme formado in vitro

Foram analisados os dados de UFC/mL do biofilme
formado in vitro de C. albicans, C. krusei e C. glabrata tanto nos grupos
monotipicos quantos nos heretotipicos. Inicialmente, todos os dados
foram submetidos a analise estatistica descritiva conforme demonstrado

nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Estatistica descritiva dos valores de UFC/mL (Log) obtidos na
contagem de C. albicans, C. krusei e C. glabrata em biofilmes monotipicos
formados in vitro (grupos controle)

Espécies Média DP Minimo Mediana Maximo

C. albicans 6,952 0,047 6,869 6,944 7,025
C. krusei 6,039 0,089 5,934 6,004 6,199

C. glabrata 6,487 0,073 6,342 6,498 6,591

DP: desvio-padrao
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Tabela 2 - Estatistica descritiva dos valores de UFC/mL (Log) obtidos na
contagem de C. albicans e C. krusei, C. albicans e C. glabrata e C.
glabrata e C. krusei em biofilmes heterotipicos formados in vitro (grupo
interac&o)

Interagao Espécie Média DP Minimo Mediana Maximo

C. albicans e C.albicans 5,769 0,076 5,643 5,767 5,892
C. krusei C. krusei 5,728 0,133 5,519 5,716 5,898

C. albicans e C.albicans 6,735 0,122 6,491 6,728 6,929
C. glabrata C.glabrata 6,074 0,314 5,301 6,130 6,519

C. glabratae C.glabrata 5,697 0,134 5,477 5,699 5,903
C. krusei C. krusei 6,563 0,179 6,146 6,585 6,792

DP: desvio-padrao

Em biofiimes monotipicos, o melhor crescimento foi
observado para C. albicans (Tabela 1). Para os biofilmes heterotipicos a
maior contagem de UFC/mL ocorreu para a interagdo entre C. albicans e
C. glabrata, considerando a contagem de cada espécie (Tabela 2).

As figuras 1, 2 e 3 representam o crescimento, em
UFC/mL, das espécies quando organizados em biofilmes monotipicos e
heterotipicos. Em relacdo as interagbes com C. albicans, podemos
verificar que as trés espécies estudadas apresentaram um menor
crescimento na interagdo quando comparadas com o grupo controle
(Figura 1 e 2), sugerindo que na formacao e amadurecimento do biofilme
entre C. albicans e espécies nao-albicans ha uma relacdo ecoldgica de
competicio.
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Figura 1 - Média e desvio padréo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem de C.
albicans e C. krusei quando organizados em biofilmes monotipicos e heterotipicos. Teste
t de Student: C. albicans no biofilme monoespécie e C. albicans no biofilme multiespécie
(p=0,0001); C. krusei no biofilme monoespécie e C. krusei no biofiime multiespécie

(p=0,0001).

C. albicans e C. glabrata

B C. albicans
Bl C. glabrata

UFC/mL (Log)

Monoespécie Multiespécie

Figura 2 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem de C.
albicans e C. glabrata quando organizados em biofilmes monotipicos e heterotipicos.
Teste t de Student: C. albicans no biofilme monoespécie e C. albicans no biofilme
multiespécie (p=0,0001); C. glabrata no biofilme monoespécie e C. glabrata no biofiime

multiespécie (p=0,0008).
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Para a interacao entre as espécies nao-albicans, C. krusei
em infeccdo monoespécie e multiespécie, verificou-se que a contagem de
UFC/mL no grupo monoespécie foi significativamente maior (6,56 log+o)
em relagdo ao grupo monoinfecgéo (6,03 logio) (p= 0,0001). C. glabrata
foi recuperado 6,48 logip nas infecgdes monoespécies e 5,69 logip na
infeccdo multiespécie (p=0,0001). Esses dados sugerem que O
crescimento de C. krusei foi maior na presenca de C. glabrata. No
entanto, C. glabrata apresentou menor crescimento na interagdo quando

comparada com o grupo monotipico (Figura 3).

C. krusei e C. glabrata
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Figura 3 - Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) para contagem de C.
krusei e C. glabrata quando organizados em biofilmes monotipicos e heterotipicos.Teste
t de Student: C. krusei no biofilme monoespécie e C. krusei no biofiime multiespécie
(p=0,0001); C. glabrata no biofilme monoespécie e C. glabrata no biofiime multiespécie

(p=0,0001).
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5.2 Estudo das interag6es microbianas em modelo de G. mellonella

5.2.1 Analise de sobrevivéncia de G. mellonella

Na candidose experimental em modelo de invertebrados
de G. mellonella, verificou-se que as lagartas infectadas com suspensodes
homotipicas (grupo controle) de C. albicans apresentaram 100% de
mortalidade apds 18 h da infecgdo. Ja as espécies C. krusei e C. glabrata
foram menos patogénicas as lagartas de G. mellonella, apresentando taxa
de mortalidade de 34 e 19% respectivamente ap6s 96 h da infecgéo
(Figura 4A).

Nos grupos interagao entre espécies de Candida, pode-se
observar um aumento na taxa de sobrevivéncia de G. mellonella infectada
por suspensdes heterotipicas em relagcdo ao grupo infectado por
suspensao monotipica de C. albicans (grupo controle). Comparando a
curva de sobrevivéncia pelo teste de Log-rank os grupos de interagao de
C. albicans com C. glabrata (Figura 4B) e de C. albicans com C. krusei
(Figura 4C) resultaram em menores taxas de morte comparados com
grupo C. albicans, com diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. Além disso, observou-se que para atingir 100% de mortalidade,
foram necessarias 96 h de infeccao mista por C. albicans e C. krusei e 72
h na infecgdo mista por C. albicans e C. glabrata.

Para verificar se as menores taxas de morte observadas
no grupo interagao ocorreram pelo menor inéculo de C. albicans injetado
nas lagartas desse grupo (injecao heterotipica: 5 yL de C. albicans e 5 uL
de C. krusei ou C. glabrata; injegdo homotipica: 10 uL de C. albicans), foi
realizado um outro experimento no qual foi injetado uma suspensao

monotipica contendo 5 uL de C. albicans e 5 yL de PBS. Nesse grupo
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experimental todas as lagartas morreram em 18 h assim como no grupo
onde foi inoculado 10 pL da suspensao de C. albicans (Figura 5).

De acordo com os resultados apresentados, podemos
confirmar que os grupos de interagdo apresentaram menor taxa de
infeccao letal quando comparados com o grupo controle de C. albicans,
sugerindo que na interacdo C. albicans - C. krusei e na interagcao C.
albicans - C. glabrata houve uma relagdo de competicdo/antagonismo
entre as espécies.

Em relacédo as espécies nao-albicans, verificou-se que as
lagartas infectadas com suspensées homotipicas (grupo controle) de C.
krusei e C. glabrata apresentaram taxa de mortalidade de 34 e 19%
respectivamente apdés 96 h da infecg¢ao, ja no grupo interacdo observou
morte em 37% das lagartas em 96 h n&o havendo diferenca
estatisticamente significante entre os grupos controle e interagdo como
demonstrado na figura 6.

Para cada grupo, foi incluido um grupo controle contendo
16 lagartas no qual foi injetado 5 yL de PBS na ultima prolegue esquerda
e 5 uL de PBS na ultima prolegue direita com o objetivo de analisar a
ocorréncia de mortes de G. mellonella provocadas pela injuria traumatica

das injegoes.
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas por cepas de
Candida. A) Infeccdo monotipica por C. albicans, C. krusei e C. glabrata (grupos
Controle); B) Interagao entre C. albicans com C. glabrata quando comparada ao grupo
controle de C. albicans (p=0,0001); C) Interagado entre C. albicans com C. krusei quando
comparada ao grupo controle de C. albicans (p=0,0001).
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Figura 5 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas por C.
albicans. A) Infeccdo monotipica por C. albicans, na qual foi injetado na hemolinfa das
lagartas 10 pL de suspenséo fungica; B) Infeccdo monotipica por C. albicans, na qual
foi injetado na hemolinfa das lagartas 5 pL de suspensao fungica e 5 yL de PBS. Um
grupo PBS foi incluido como controle negativo para avaliar e acompanhar o estado de
saude das lagartas de G. mellonella durante todo o experimento.
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Figura 6 - Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas por cepas de
Candida. Infecgdo monotipica por C. krusei e C. glabrata (grupos Controle) e interagédo
entre C. krusei com C. glabrata quando comparada aos grupos controles (p=0,7608).

5.2.2 Contagem de UFC/mL de Candida na hemolinfa de G. mellonella

Através dos resultados obtidos verificou-se haver um
comportamento semelhante no crescimento de C. albicans tanto na
infeccdo monotipica quanto heterotipica nos tempos de 0, 4 e 8 h. (Tabela
3). Apenas no tempo de 12 h da infeccdo foi verificada diferenga
estatisticamente significante entre os grupos analisados (Figura 7). Para a
espécie de C. albicans, nao foi realizado a contagem de leveduras na
hemolinfa de G. mellonella nos tempos de 18 e 24 h, pois nesses tempos

todas as lagartas ja estavam mortas.
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Tabela 3 - Média e desvio-padrao dos numeros de UFC/mL de C. albicans
(Log) obtidos nos diferentes ensaios experimentais

Tempo C. albic?ns Interagdo com Interagdo com Valor de
(Infecgao ) .
(h) e C. glabrata C. krusei p
monotipica)
0 5,35+ 0,07 5,29 + 0,09 5,35+ 0,11 0,684
4 4,54 + 0,47 451+0,12 4,56 + 0,08 0,971
8 4,85 + 0,04 4,61+0,19 4,81+ 0,08 0,114
12 5,28 + 0,10 4,78+ 0,06 5,01 + 0,06 0,005

*Valor de p obtido na comparagao dos grupos experimentais (Teste ANOVA, p< 0,05)

@ C. albicans
3 C. albicans (C. glabrata)
Bl C. albicans (C. krusei)

p=0,005

a

4

UFC/mL (Log)

T T

Oh 4h 8h 12h

Figura 7 - Média e desvio padrdo (Logy) dos diferentes grupos experimentais nos
tempos de 0, 4, 8 e 12 h. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos em
relacdo ao crecimento de C. albicans nos diferentes tempos da infecgdo exceto para o

tempo de 12 h.

Com base na figura 7 e nos dados da tabela acima
podemos verificar que no tempo de infeccao de 12 h, C. albicans
apresentou um crescimento significantemente menor na interagdo quando
comparado com o grupo controle, sugerindo que entre C. albicans e as
especies nao-albicans ha uma relagdo de competicdo. Esses dados
podem explicar a maior sobrevida das lagartas nos ensaios de

sobrevivéncia dos grupos interagdo em relagdo ao grupo monotipico.
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Para a espécie de C. glabrata, através dos resultados
obtidos verificou-se crescimento semelhante tanto na infeccdo monotipica
quanto heterotipica nos tempos de 0, 4, 8, 12, e 18 h (Tabela 4). Apenas
no tempo de 24 h da infecgao foi verificada diferenga estatisticamente

significante entre os grupos analisados (Figura 8).

Tabela 4 - Média e desvio-padrao dos numeros de UFC/mL de C. glabrata
(Log) obtidos nos diferentes ensaios experimentais

Tempo C.~ glabrata’ . Interacdo com C. albicans Valor de p*

(h) (Infecgdo monotipica)

0 5,24 + 0,05 5,23 + 0,05 0,880
4 4,21 + 0,06 4,12 + 0,44 0,735
8 4,38 + 0,07 3,74 + 0,54 0,113
12 4,02 + 0,20 4,07+ 0,37 0,847
18 4,23 + 0,01 3,69+ 0,41 0,089
24 4,02 + 0,02 3,48+ 0,35 0,008

*Valor de p obtido na comparagdo dos grupos experimentais (Teste t de Student, p<

0,05)
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Figura 8 - Média e desvio padrdo (Log o) dos diferentes grupos experimentais nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos
em relagéo ao crecimento de C. glabrata nos diferentes tempos da infecgao exceto para
o tempo de 24 h.

Com base na figura 8 e nos dados da tabela acima
podemos verificar que no tempo de infeccao de 24 h, C. glabrata
apresentou um crescimento significantemente menor na interagdo quando
comparado com o grupo controle. Também pode-se verificar que na
infeccdo monotipica, o sistema imunoldgico das lagartas consegue
controlar e manter a UFC/mL de C. glabrata apds 4 h de infecgao, esse
dado pode explicar a maior sobrevida das lagartas nos ensaios de
sobrevivéncia dessa espécie em relagao a C. albicans.

Ja para C. krusei, através dos resultados obtidos
verificou-se crescimento semelhante tanto na infeccdo monotipica quanto
heterotipica nos tempos de 0, 4 e 8 h. (Tabela 5). Nos tempos de 12, 18 e
24 h da infecgéo foi verificada diferenga estatisticamente significante entre

0s grupos analisados (Figura 9).
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Tabela 5 - Média e desvio-padrao dos numeros de UFC/mL de C. krusei
(Log) obtidos nos diferentes ensaios experimentais

Tempo (3 krusei - Interagdo com C. albicans Valor de p*

(h) (Infecgdo monotipica)

0 5,38 + 0,24 5,25+ 0,20 0,496
4 4,57 + 0,13 4,64+ 0,21 0,672
8 4,33 + 0,27 4,08 + 0,14 0,245
12 4,51 +0,13 4,01+ 0,23 0,032
18 4,56 + 0,06 3,93+ 0,05 0,0002
24 4,52 +0,13 3,91+ 0,18 0,009

*Valor de p obtido na comparagao dos grupos experimentais (Teste t de Student, p<
0,05)

B C. krusei
B8 C. krusei (C. albicans)

(3]
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UFC/mL (Log)
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Figura 9 - Média e desvio padréo (Log 19) dos diferentes grupos experimentais nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos
em relagao ao crecimento de C. krusei nos diferentes tempos da infecgao exceto para os

tempos de 12, 18 e 24h.

Com base na figura 9 e nos dados da tabela acima
podemos verificar que nos tempo de infecgao de 12, 18 e 24 h, C. krusei
apresentou um crescimento significantemente menor na interagdo quando
comparado com o grupo controle. Pode-se verificar que na infecgao

monotipica, o sistema imunoldgico das lagartas conseguiu controlar e
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manter a UFC/mL de C. krusei apds 4 h de infec¢do, esse dado pode

explicar a maior sobrevida das lagartas nos ensaios de sobrevivéncia

dessa espécie em relacao a C. albicans.
Em relacdo a interagcdo entre as espécies nao-albicans,

para C. krusei, verificou-se crescimento semelhante tanto na infecgéao
monotipica quanto heterotipica nos tempos de 0, 8, 18 e 24 h, entretanto
foi verificado diferenga estatisticamente significante entre os grupos nos
tempos 4 (p=0,007) e 12 (p=0,019) h da infec¢ao (Figura 10). Ja para C.
glabrata, houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
nos tempos de 4 (p=0,003), 8 (p=0,001) e 18 (p=0,001) h da infecgao
(Figura 11).

B C. krusei
@ C. krusei (C. glabrata)

UFC/mL (Log)

Oh  4h 8h 12h 18h 24h

Figura 10 - Média e desvio padrdo (Log 19) dos diferentes grupos experimentais nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos
em relacdo ao crecimento de C. krusei nos diferentes tempos da infecgdo exceto para os

tempos de 4 e 12 h.
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Figura 11 - Média e desvio padréo (Log o) dos diferentes grupos experimentais nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos
em relagéo ao crecimento de C. glabrata nos diferentes tempos da infecgao exceto para

os tempos de 4,8 e 18 h.

5.3 Estudo das interagdes microbianas em modelo de camundongo
imunossuprimido

5.3.1 Recuperacao de Candida da cavidade bucal dos camundongos

Foram analisados os dados de UFC/mL da recuperagao
de C. albicans, C. krusei e C. glabrata da cavidade bucal dos
camundongos com candidose induzida por suspensdes de Candida
homotipicas ou heterotipicas (Figuras 12 e 13). Inicialmente, todos os
dados foram submetidos a anadlise estatistica descritiva conforme

demonstrado nas Tabelas 6 e 7.
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Figura 12 - Unidades formadoras de colbnias nas infecgbes monotipicas em meio de
cultura HiCrome Candida: a) C. albicans; b) C. krusei; c) C. glabrata.

Figura 13 - Unidades formadoras de coldnias nas infecgdes heterotipicas em meio de
cultura HiCrome Candida: a) C. albicans e C. krusei; b) C. albicans e C. glabrata; c) C.
krusei e C. glabrata.

Tabela 6 - Estatistica descritiva dos valores de UFC/mL (Log) obtidos na
contagem de C. albicans, C. krusei e C. glabrata da cavidade bucal dos
camundongos com candidose monoespécie (grupos controle)

Espécies Média DP Minimo Mediana Maximo

C. albicans 5,757 0,319 5,057 5,838 6,073
C. krusei 6,182 0,065 6,076 6,193 6,292

C. glabrata 4,338 0,184 4,114 4,341 4,663

DP: desvio-padrao
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Tabela 7 - Estatistica descritiva dos valores de UFC/mL (Log) obtidos na
contagem de C. albicans e C.krusei, C. albicans e C. glabrata e C.
glabrata e C. krusei da cavidade bucal dos camundongos com candidose
multiespécie (grupo interagéo)

Interagao Espécie Média DP Minimo Mediana Maximo

C. albicans e C.albicans 5,321 0,294 4,833 5,460 5,602
C. krusei C. krusei 5,712 0,349 4,903 5,866 5,948

C. albicans e C.albicans 5,466 0,296 4,924 5,471 5,956
C. glabrata C.glabrata 3,856 0,247 3,301 3,900 4,079

C. glabratae C.glabrata 3,379 0,461 2,602 3,540 3,903
C. krusei C. krusei 6,200 0,049 6,123 6,204 6,274

DP: desvio-padrao

Nos animais com infeccdo monoespécie foram
observadas recuperagdes de 5,75 = 0,31 UFC/mL (Log) para o grupo
infectado por C. albicans, 6,18 + 0,06 UFC/mL (Log) para o grupo
inoculado com C. krusei e 4,33 £ 0,18 UFC/mL (Log) para o grupo com C.
glabrata, com diferengca estatisticamente significante entre os grupos
(p=0,0001). Esses dados indicaram que C. krusei apresentou maior
capacidade em colonizar a cavidade bucal dos camundongos
imunossuprimidos do que as espécies C. albicans e C. glabrata.

Analisando o perfil de colonizagdo de C. albicans em
infeccdo monoespécie e multiespécie, verificou-se que a contagem de
UFC/mL foi menor em ambas as infecgdes multiespécies, com 5,32 logqo
para C. albicans/C. krusei (p=0,012) e 5,46 logyy para C.
albicans/C.glabrata (p=0,079) em relagéo a infecgdo monoespécie (5,75 +
0,31), sendo, portanto observada diferenga estatisticamente significante
apenas para a associacao C. albicans/C. krusei. As espécies nao-albicans
apresentaram o mesmo perfil de colonizagao, para C. krusei foi observado
crescimento de 6,18 logiy na infecgdo monoespécie e 5,71 logio na

infeccdo multiespécie (p=0,008). Ja para a espécie C. glabrata foi
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recuperado 4,33 logio nas infeccdbes monoespécies e 3,85 logio na
infeccdo multiespécie (p=0,001). De acordo com os resultados
apresentados, podemos verificar que ambas as espécies apresentaram
um menor crescimento na interagdo quando comparadas com 0 grupo
controle (Figura 14 e 15), sugerindo que entre C. albicans e as espécies

nao-albicans ha uma relagao de competicao.
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Figura 14 - Média e desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) para contagem de C.
albicans e C. krusei quando em infecgdo monoespécie e multiespécie na cavidade bucal
de camundongos imunossuprimidos. Teste f de Student: C. albicans na infecgao
monoespécie e C. albicans na infecgdo multiespécie (p=0,012); C. krusei na infecgao
monoespécie e C. krusei na infecgdo multiespécie (p=0,008).
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Figura 15 - Média e desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) para contagem de C.
albicans e C. glabrata quando em infecgdo monoespécie e multiespécie na cavidade
bucal de camundongos imunossuprimidos. Teste t de Student: C. albicans na infecgéo
monoespécie e C. albicans na infeccado multiespécie (p=0,079); C. glabrata na infecgéao
monoespécie e C. glabrata na infecgao multiespécie (p=0,001).

Para a interacao entre as espécies nao-albicans, C. krusei
em infeccdo monoespécie e multiespécie, verificou-se que a contagem de
UFC/mL foi semelhante (6,20 + 0,04) em relagdo ao grupo monoinfecgao
(6,18 = 0,06), sem diferenca significativa (p= 0,552). C. glabrata foi
recuperado 4,33 logio nas infecgdbes monoespécies e 3,37 logi ha
infeccdo multiespécie (p=0,0001). Esses dados sugerem que O
crescimento de C. krusei ndo é afetado pela presencga de C. glabrata. No
entanto, C. glabrata apresentou menor crescimento na interacédo quando

comparada com o grupo monotipico (Figura 16).
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Figura 16 - Média e desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) para contagem de C.
krusei e C. glabrata quando em infecgcdo monoespécie e multiespécie na cavidade bucal
de camundongos imunossuprimidos.Teste t de Student: C. krusei na infecgao
monoespécie e C. krusei na infecgdo multiespécie (p=0,552); C. glabrata na infecgéo
monoespécie e C. glabrata na infecgdo multiespécie (p=0,0001).

5.3.2 Analise Macroscopica da infecgao de Candida no dorso da lingua

A analise macroscdépica revelou que em todos os grupos
inoculados com suspensdes de C. albicans, tanto monotipicos quanto
heterotipicos, apresentaram lesdes de candidose sobre o dorso da
lingua. Essas lesbes foram caracterizadas por regides esbranqui¢cadas
com areas de atrofia papilar ou com presenga de pseudomembrana
(Figuras 17 - 20). O valor da mediana para o grupo monotipico de C.
albicans foi maior que os grupos com infecgdes mistas com espécies nao
albicans, porém nao houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos (p=0,087). Tanto para os grupos monotipicos e heterotipicos
com as espécies de C. krusei e C. glabrata, ndo foram observadas

lesdes caracteristicas de candidose no dorso da lingua dos animais,
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sugerindo que essas espécies emergentes foram capazes apenas de
colonizar a cavidade bucal dos camundongos (Figura 21).

Figura 17 - Aspecto das lesbes das linguas dos camundongos inoculadas com
suspensdes monoespécies de: a) C. albicans; b) C. krusei; c) C. glabrata, com presenca
de regibes esbranquicadas (A) e atrofia papilar ().
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Figura 18 - Aspecto das lesbes das linguas dos camundongos inoculadas com
suspensdes multiespécies de: a) C. albicans e C. krusei; b) C. albicans e C. glabrata,
com presenca de regides esbranquicadas (A ) e atrofia papilar (|).

Figura 19 - Lesdo de candidose no dorso da lingua do camundongo inoculado com C.
albicans, caracterizada por regides esbranquigadas e formagéo de pseudomembranas.
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Figura 20 - Lesao de candidose sobre o dorso da lingua do camundongo inoculado com
C. albicans, caracterizada por areas de atrofia papilar.
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Figura 21 - Escore e mediana dos grupos experimentais obtidos na andlise

macroscopica para cada animal.
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5.3.3 Analise microscépica de Candida no dorso da lingua

A analise microscopica foi feita pela quantificacdo de
leveduras e hifas, alteracdes epiteliais e a extensdo do infiltrado
inflamatorio no tecido conjuntivo.

Nas lesdes de candidose foram observadas leveduras e
hifas limitadas a camada queratinizada do dorso da lingua, concentradas
principalmente nas papilas conicas simples e, as vezes, espalhadas.
Quando havia maior concentracédo de Candida, notavam-se a presenca
de leucécitos polimorfonucleares no epitélio formando microabscessos
intraepiteliais e a presenca de infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo.

A presencga de leveduras e hifas foi quantificada em 23
campos histolégicos para cada animal, o grupo inoculado apenas com C.
albicans obteve maior quantidade de leveduras e hifas do que na
associagdao com C. krusei (p=0,0051) e C. glabrata (p=0,0008), com
diferenga estatisticamente significante entre os grupos analisados, o que
demonstra maior patogenicidade de C. albicans quando em infecgao
monotipica. Ja para os grupos inoculados com suspensdes monotipicas
de C. krusei e C. glabrata ndo foram encontrados hifas e/ou leveduras,
concordando com os resultados macroscopicos desse trabalho, os quais
demonstraram que essas espécies nao-albicans nao foram capazes de
causar infecgdo no modelo proposto, sendo capazes apenas de colonizar
a cavidade bucal dos camundongos (Figura 22-28).
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Figura 22 - Escores e mediana da contagem de hifas e leveduras nos 23 campos
histolégicos analisados para C. albicans e os grupos multiespécies.

Figura 23 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo controle de C.
albicans, observando-se leveduras e hifas (]) na queratina e células inflamatérias na
lamina propria (¢). PAS; aumento original: 200X (A) e 400X (B).

Figura 24 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo controle de C.
albicans, observando-se leveduras e hifas (|) na queratina e formagao de microabcessos
(A). PAS; aumento: 630X.
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Figura 25 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo interagéo de C.
albicans e C. krusei, observando-se leveduras e hifas (|) na queratina. PAS; aumento:
200X.

Figura 26 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo interagdo de C.
albicans e C. Kkrusei, observando-se leveduras e hifas (|) na queratina e formagao de
microabcesso intraepitelial (A ). PAS; aumento: 630X.
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Figura 27 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo interagéo de C.
albicans e C. glabrata, observando-se leveduras e hifas (]) na queratina e no epitélio.
PAS; aumento: 400X.

Figura 28 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo interagdo de C.
albicans e C. krusei, observando-se leveduras e hifas (|) na queratina e células
inflamatorias no epitélio (V). PAS; aumento: 630X.
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As alteragdes epiteliais foram quantificadas, revelando
numerosas lesbes do epitélio como descamacdo, perda das papilas
filiformes, perda da estratificagcdo, hiperplasia epitelial, exocitose,
espongiose, acantolise, hiperqueratose, desorganizacdo da camada basal
e formacao de microabscessos intraepiteliais. O grupo monotipico de C.
albicans exibiu maior numero de lesbes teciduais do que os demais
grupos, seguida pelas associagdes com C. glabrata (p=0,0041) e C.
krusei (p=0,0014), havendo diferenga estatisticamente significativa (Figura
29 - 35). Ja para os grupos inoculados com suspensdes monotipicas de
C. krusei e C. glabrata foram quantificadas poucas alteracdes epiteliais

em relagdo aos demais grupos.
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Figura 29 - Numero de alteragdes epiteliais e medianas observadas nas lesbes
microscopicas de candidose no dorso da lingua dos camundongos inoculadas com
suspensdes de Candida monoespécies e multiespécies.
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Figura 30 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo controle de C.
albicans, observando-se a presenga de microabcessos intraepiteliais, exocitose,
espongiose. Na lamina prépria observa-se infiltrado inflamatério moderado. HE;

aumento: 200X.

Figura 31 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo controle de C.
albicans, observando-se a presenca de espongiose e atrofia da camada cérnea do
epitélio. Na lamina propria observa-se infiltrado inflamatdério leve. HE; aumento: 200X.
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Figura 32 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo controle de C.
krusei, observando-se aspecto de normalidade do tecido. HE; aumento: 200X.

Figura 33 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo controle de C.
glabrata, observando-se aspecto de normalidade do tecido. HE; aumento: 100X.
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Figura 34 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo interagéo de C.
albicans e C. krusei, observando-se a presenga de espongiose, duplicagdo da camada
basal, hiperplasia e descamacdo epitelial. Na lamina prépria observa-se infiltrado
inflamatério moderado. HE; aumento: 200X.

Figura 35 - Corte sagital do dorso da lingua dos camundongos do grupo interagédo de C.
albicans e C. glabrata, observando-se a presenca de microabcesso intraepitelial. Na
lamina prépria observa-se infilirado inflamatério leve. HE; aumento: 400X.
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Os resultados obtidos na atribuicdo dos escores para o
infiltrado  inflamatério  apresentaram  diferencas  estatisticamente
significantes entre o grupo controle de C. albicans com os grupos controle
de espécies néo albicans. Entretanto, ndo houve diferenca entre o grupo
monotipico de C. albicans e com os grupos de interagcdo com C. glabrata

e C. krusei (Figura 36).
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Figura 36 - Escores e medianas da extensdo do infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo observadas nas lesbes microscopicas de candidose no dorso da lingua dos
camundongos inoculadas com suspensdes de Candida monoespécies e multiespécies
(Kruskal — Wallis = 0,0006).



6 DISCUSSAO

O conhecimento a respeito da natureza e do
desenvolvimento de biofiimes microbianos vem crescendo desde o
primeiro relatério escrito por Antonie van Leeuwenhoek no final de 1600.
No entanto, a maioria desses estudos sdo em culturas com uma unica
espeécie, ao passo que quase todas as comunidades de biofilme na
natureza incluem uma variedade de micro-organismos. Em uma
comunidade microbiana heterogénea existe a comunicagao através de
quorum sensing, € a interagao entre as espécies podem ser antagonicas,
como a competicdo por mais nutrientes e consequente inibicdo do
crescimento, ou sinérgicas levando ao mutuo crescimento (Elias, Banin
2012).

Existe um consenso na comunidade cientifica que o
aumento na incidéncia de candidoses durante as décadas de 80 e 90
levaram essa levedura a ser a quarta maior causa de infecgao sistémica
nos Estados Unidos (Kourkoumpetis et al. 2010). Além disso, houve um
aumento significativo na colonizacgao e infecgao de espécies nao-albicans
em pacientes com as mais diversas patologias. Esses dados nos mostram
a razao do desenvolvimento de modelos experimentais de infecgbes
mistas por diferentes espécies de Candida afim de compreender melhor
as relagdes ecoldgicas dessas espécies e possibilitar o desenvolvimento
de novas modalidades terapéuticas nos casos de infeccbes
polimicrobianas (Bandara et al., 2010; Majithiya et al., 2009).

Embora seja estabelecido na literatura que os biofilmes
contendo diferentes espécies de Candida sao importantes para o
desenvolvimento da candidose bucal, poucos trabalhos foram realizados

para estudar as caracteristicas dos biofilmes multiespécies de Candida.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kourkoumpetis%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21178471
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Nesse estudo de acordo com os resultados obtidos, na contagem de
UFC/mL dos biofilmes formados in vitro, foi demonstrado que C. albicans
apresentou um menor crescimento em biofilmes heterotipicos quando
comparado com o grupo monotipico, sugerindo que entre C. albicans e as
especies nao-albicans ha uma relacdo de competigcao. Esses resultados
concordam com Thein et al. (2007) que estudaram a interagao in vitro
entre C. albicans e C. krusei. Os autores observaram uma competicdo
entre essas duas espécies com reducdo de 85% no crescimento de C.
albicans. Piva (2012) também avaliaram as interagcbes de C. albicans com
C. glabrata e C. krusei em biofilmes formados in vitro por meio da
contagem de UFC/mL. A autora observou que C. albicans estabeleceu
relagcbes favoraveis com C. glabrata e relagbes antagdnicas com C.
krusei. Em seu estudo, C. albicans formou 6,24 Log de UFC/mL no
biofilme monotipico, mas quando cresceu em biofilme heterotipico com C.
krusei formou apenas 0,40 Log de UFC/mL.

Para a interacao entre as espécies nao-albicans, C. krusei
obteve crescimento maior quando associado com C. glabrata em relagao
ao grupo monoinfeccdo. No entanto, C. glabrata apresentou menor
crescimento na interagcdo quando comparada com o grupo monotipico.
Esses dados sugerem que o crescimento de C. krusei foi estimulado pela
presenca de C. glabrata. Até o momento esse € 0 unico estudo que
avaliou a interagao entre duas espécies ndo-albicans.

No presente estudo, foi induzida a candidose
experimental em modelo invertebrado de G. mellonella e vertebrado em
camundongos imunossuprimidos para o estudo in vivo das interagdes
entre diferentes espécies de Candida. No modelo invertebrado, 100% das
lagartas infectadas com suspensdes homotipicas de C. albicans (grupo
controle) morreram apés 18 h de infecgéo. Ja as espécies C. krusei e C.
glabrata foram menos patogénicas as lagartas, apresentando taxa de
mortalidade de 34 e 19% respectivamente em 96 h de infeccdo. Esses

dados sdo convergentes com Cotter et al. (2000) e com o estudo de
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Junqueira et al. (2011). Cotter et al. (2000) foi o pioneiro no estudo da
patogenicidade de Candida em G. mellonella, os autores encontraram
taxas de mortalidade semelhantes ao presente estudo. C. albicans foi a
espécie mais patogénica causando morte em 90% das lagartas, enquanto
que a taxa de mortalidade para as outras espécies foram de: 70% para C.
tropicalis, 45% para C. parapsilosis, 45% para C. pseudotropicalis, 20%
para C. krusei e 0% para C. glabrata. Junqueira et al. (2011) encontraram
taxas de mortalidade em G. mellonella de 100% para C. albicans, 25%
para C. krusei e 20% para C. glabrata. Espécies ndo-albicans apresentam
menor patogenicidade no modelo de G. mellonella, segundo Scorzoni et
al. (2013) para obter uma infecgao letal com C. krusei em G. mellonella é
necessario uma concentragdo de levedura 10 vezes maior que C.
albicans.

Nos grupos de interagdo onde foram realizadas
inoculacdes heterotipicas de Candida pode-se observar um aumento na
taxa de sobrevivéncia de G. mellonella em relagdo ao grupo controle de
C. albicans. Na infeccdo mista por C. albicans e C. krusei foram
necessarias 96 h de infeccdo para ocorrer 100% de morte dos animais e
para o grupo de C. albicans com C. glabrata foram necessarias 72 h para
atingir 100% de mortalidade, enquanto que na infeccdo monotipica por C.
albicans ocorreu 100% de mortalidade apds 18 h da infecgdo. Esses
dados sugerem que entre C. albicans e as espécies nao-albicans
estudadas ha uma relagdo de competicdo durante a infeccdo em G.
mellonella. Esses resultados concordam com os valores de UFC/mL de
Candida obtidos na formagéao in vitro dos biofilmes mistos estudados no
presente trabalho.

Esse antagonismo entre C. albicans e C. krusei pode ser
explicado por Korres et al. (2011) que estudaram a interagcado entre C.
krusei e Fusarium guttiforme. C. krusei foi testado como agente alternativo
no controle biolégico da fusariose no abacaxi causada pelo fungo F.

guttiforme. Segundo os autores, C. krusei foi capaz de fixar, lisar e ainda
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causar deformagdes nas hifas de F. guttiforme. A fixacdo de leveduras
nas hifas do patdégeno tem sido descrito como um fator relacionado a
competigdo por nutrientes e por consequéncia lise das hifas e rompimento
de fungos filamentosos (Chaurasia et al. 2005). Starmer et al. (1992) se
refere a esse tipo de interagdo como competicdo por interferéncia.
Marquina et al. (2002) demonstraram que C. krusei libera toxinas killer
que estao associadas ao dano da membrana celular, o que pode explicar
a competicao entre ela e outras espécies.

As relagbes entre C. albicans e C. glabrata foram
competitivas no modelo in vivo de infeccao experimental em G.
mellonella, porém em estudos como Pathak et al. (2012) e Piva (2012)
que in vitro avaliaram a interacdo entre essas espécies mostraram uma
relacdo favoravel entre ambas, ja Silva et al. (2013) encontraram uma
relagdo neutra entre essas espécies onde o numero de células cultivaveis
de cada espécie nao foi afetada pela presenca da outra. Até o presente
momento, este € o primeiro estudo de interagdo microbiana em G.
mellonella e a diferenca encontrada entre nossos resultados como os
estudos in vitro da literatura pode ser atribuida a cepa estudada,
concentracdo do indéculo e principalmente a resposta do sistema
imunolégico das lagartas de G. mellonella.

O sistema imune dessas lagartas € constituido
basicamente por duas respostas imunes, a resposta humoral que resulta
na produgcdo de peptideos antimicrobianos soluveis, formacado de
melanina e coagulagdo, e a resposta celular baseada na acdo de
hemodcitos que estdo envolvidos em reagbes de defesa, incluindo a
fagocitose. Estas respostas imunes sao desencadeadas através do
reconhecimento de micro-organismos por receptores especificos
existentes em proteinas do hospedeiro (Kim et al., 2010).

Em relacdo a contagem de UFC/mL de Candida na
hemolinfa de G. mellonella podemos verificar que ocorreu uma resposta

imune da lagarta apds a inoculagcédo de C. albicans. O numero de micro-
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organismos que pdde ser recuperado a partir da hemolinfa das lagartas
logo apds a inoculagéo (tempo 0) ndo diferiu do numero usado para iniciar
a infecgéo, no entanto, apds 4 h de infecgdo pode-se perceber a maior
redugdo do numero de células recuperadas. Apds este tempo,
provavelmente o sistema imonoldgico da lagarta n&o teve como combater
a infeccédo e a contagem do numero de micro-organismos foi aumentando
gradativamente, sendo que, a maior contagem ocorreu no tempo de 12 h.
Pode-se observar o mesmo comportamento do crescimento de C.
albicans tanto nos grupos de interagdo como no controle, porém, €&
importante ressaltar que houve um crescimento significativamente menor
de C. albicans no tempo de 12 h nos grupos de interagdo quando
comparado ao controle. Com isto podemos sugerir que a presenca das
espécies nao-albicans na infeccdo em G. mellonella torna a infecgao
menos letal quando comparado ao grupo controle e pode ser uma
explicacdo a maior sobrevida das lagartas nos ensaios de sobrevivéncia
dos grupos interagdo em relagdo ao grupo monotipico.

Resultados semelhantes foram encontrados por Chibebe
Junior et al. (2013) verificaram a patogenicidade de cepas de E. faecium
em modelo de G. mellonella. Neste estudo foram utilizados os tempos de
andlise de 0, 2, 4, 8, 12 e 24 h apds a infeccdo com dose de (10’
UFCl/larva). Assim como em nosso experimento o numero de bactérias
que pbde ser recuperado a partir da hemolinfa das lagartas durante o
primeiro tempo nao diferiu do numero usado no inicio da infecgao. No
entanto, durante as primeiras 2 h apds a infeccdo a UFC/larva diminuiu,
mostrando uma rapida agao do sistema imunoldgico. Apds este tempo,
provavelmente o sistema imonolégico da lagarta ndo teve como combater
a infeccao e a contagem do numero de micro-organismos foi aumentando
gradativamente, sendo que, a maior contagem ocorreu no tempo de 24 h.
Estes dados mostram que a mortalidade elevada pode estar associada
com a proliferacdo de bactérias dentro do hospedeiro e, portanto, com

uma deficiéncia da resposta do sistema imune para se defender contra a
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infecgao.

Para a contagem de UFC/mL das espécies nao-albicans
na hemolinfa das lagartas, pode-se verificar que na infecgdo monotipica, o
sistema imunologico desses animais consegue diminuir e manter a carga
fungica de Candida apdés 4 h e durante todos os demais tempos
avaliados. Esse dado pode explicar a menor taxa de mortalidade dessas
especies em relacdo a C. albicans nos ensaios de sobrevivéncia.
Scorzoni et al. (2013) também verificaram a patogenicidade de C. krusei
em modelo de G. mellonella. No seu estudo foi quantificada a carga
fungica nos tempos de 0, 1, 3 e 5 dias apds a infeccdo com dose de (10°
UFCl/larva). Os autores verificaram que a carga fungica aumentou no
primeiro dia e se manteve até o quinto dia, concluindo que C. krusei
mostra viruléncia reduzida em invertebrados e em mamiferos e carga
fungica significativamente menor em animais infectados em relagcdo com
espécies mais patogénicas, como C. albicans.

O modelo experimental de G. mellonella é recente e cada
vez mais tem ganhado aceitacdo na comunidade cientifica (Junqueira et
al. 2012a). Por outro lado, o modelo experimental de candidose em ratos
e camundongos tem sido utilizado ha muitos anos e ja apresenta
metodologias bem estabelecidas (Costa et al., 2013). Os resultados
obtidos no presente estudo em relagcdo aos grupos de infecgbes
monotipicas com C. albicans e C. krusei em G. mellonella concordam com
Anaisse et al. (1993) e Koga-ito et al. (2011), que estudaram a candidose
hematogénica experimental em vertebrados com essas espécies. Anaisse
et al. (1993) induziram candidose hematogénica experimental por
suspensdes monotipicas de C. albicans e C. krusei, em camundongos e
compararam a patogenicidade das duas espécies. Os autores realizaram
a curva de sobrevivéncia dos animais e verificaram 100% de mortalidade
nas infeccbes por C. albicans e auséncia de mortalidade nos animais
infectados sistémicamente por C. krusei. Koga-ito et al. (2011) em um

estudo semelhante ao anterior compararam a cinética de viruléncia e



92

infeccdo de C. dubliniensis, C. albicans, C. tropicalis e C. Kkrusei na
candidose sistémica em camundongos. Apdés 35 dias da inoculagao,
houve uma taxa de mortalidade de 90% dos animais infectados com C.
albicans, 30% com C. tropicalis, 10% C. dubliniensis e 0% com C. krusei.
Esses dados nos mostram a confiabilidade do modelo invertebrado de G.
mellonella, e que este pode ser um possivel substituto ao uso de
vertebrados em alguns ensaios de patogenicidade.

Brennan et al. (2002) estudaram a patogenicidade de
cepas de Candida mutantes para a filamentacdo nos modelos de G.
mellonella e de ratos. Os autores demonstraram que a resposta a
infeccdo nos insetos mostra semelhangas com a encontrada em
mamiferos e abre a possibilidade de reduzir a necessidade de utilizagao
de mamiferos para testar a viruléncia dos mutantes empregando
invertebrados como um mecanismo de triagem. A capacidade de
pesquisar um grande numero de mutantes em um curto periodo de tempo
utilizando G. mellonella € uma das vantagens do modelo em comparagéao
com a utilizagdo de modelos convencionais de vertebrados.

No presente estudo, também foi induzida a candidose
bucal experimental em modelo de camundongos imunossuprimidos para o
estudo das interagdes entre diferentes espécies de Candida. Na analise
dos dados de UFC/mL da recuperagao de C. albicans, C. krusei e C.
glabrata da cavidade bucal dos animais com candidose induzida por
suspensdes de Candida homotipicas ou heterotipicas, foi observado na
infeccdo monoespécie recuperacao de 5,75 logq para o grupo infectado
por C. albicans, 6,18 logio para o grupo inoculado com C. krusei e 4,33
logio para o grupo com C. glabrata, com diferenga estatisticamente
significante entre os grupos. Esses dados concordam com Takakura et al.
(2003), que utilizando o mesmo modelo de candidose experimental desse
estudo, recuperaram 5,70 log1o de C. albicans apos 3 dias de inoculagao.
Costa et al. (2012) também encontraram 5,77 logqo de leveduras viaveis

de C. albicans ap6s 4 dias de inoculagdo nos camundongos
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imunossuprimidos utilizando a mesma metodologia do presente estudo.
Este € o primeiro estudo na literatura com o desenvolvimento de
candidose bucal por C. krusei e C. glabrata em modelo de camundongo
imunossuprimido. Até o0 momento, existe apenas o estudo de Yoshioka et
al. (2012) que tentou induzir candidose bucal com uma espécie nao-
albicans, C. dubliniensis, porém nao obteve éxito devido a menor
patogenicidade das espécies nao-albicans.

A grande quantidade de Ileveduras obtidas na
recuperacao deve ter ocorrido devido a sedacdo dos animais com
clorpromazina durante a inoculagdo de Candida, o que manteve a
suspensdo na cavidade bucal dos animais por mais tempo ja que a
salivacdo e a degluticdo ficaram diminuidas. Segundo Wellmer e
Bernhardt (1997), Candida em contato com as células do epitélio bucal
comegam a formar tubos germinativos apds 30 min, o qual € importante
fator de viruléncia para aderéncia, e a formacgao de hifas se estende apés
90 min. Além disso, foi utilizado um imunossupressor e a administragcao
diaria de tetraciclina na agua dos animais favorecendo a colonizagao e
crescimento de Candida na lingua dos camundongos.

O presente estudo mostra que C. krusei apresentou maior
capacidade em colonizar a cavidade bucal dos camundongos
imunossuprimidos do que a espécie C. albicans. A capacidade de
crescimento e colonizagdo de espécies nao-albicans foi estudada em
modelo murino de candidose grastrointestinal por Mellado et al. (2000)
que demonstraram que C. parapsilosis e C. tropicalis apresentaram menor
viruléncia em comparagado com C. albicans, no entanto a colonizagao das
duas espécies foi bem sucedida causando infec¢cao persistente do trato
gastrointestinal.

O menor valor de UFC/mL na recuperagdo da cavidade
bucal dos animais foi para a espécie C. glabrata, sugerindo uma menor
capacidade de colonizacdo e infeccdo de C. glabrata em relagdo as

demais espécies nesse modelo de candidose. Em contrapartida, Pereira-



94

Cenci et al. (2008) estudaram a formacéao in vitro de biofilme entre C.
albicans e C. glabrata em corpos de prova confeccionados com
hidroxiapatita, polimetilmetacrilato e resina para reembasamento utilizado
na confeccao de prétese total. Foram realizados ensaios com C. glabrata
associada com C. albicans e com as espécies isoladamente. Apds a
formagdo dos biofilmes, esses foram quantificados pela contagem
UFC/mL e foi obtido maior crescimento de C. glabrata comparado com C.
albicans em todas as condi¢cbes experimentais (p< 0,05).

Na literatura ndo ha estudos em camundongos com esse
modelo de candidose bucal para C. glabrata e as diferengas de resultado
entre estudos in vitro e in vivo pode ser devido ao tipo de cepa (padrao ou
selvagem), aos fatores de viruléncia do micro-organismo, bem como as
caracteristicas fenotipicas, pois diferente das outras espécies de Candida,
C. glabrata nao €& dimorfica, sendo encontrada na forma de
blastoconideos tanto em condicdes de comensalismo quanto em
situagdes de patogenicidade (Fidel et al. 1999). Isso pode ter dificultado
sua capacidade de causar colonizagdo e infecgdo nos animais ja que a
formacgao de hifas contribui na fixacdo e penetracdo do micro-organismo
ao tecido possibilitando a disseminacédo do patdégeno. A adeséo de micro-
organismos as superficies mucosas do hospedeiro € um pré-requisito
importante para a colonizagdo microbiana e sofre influéncia a alguns
fatores do préprio hospedeiro como o sistema imunoldgico, fluxo salivar e
alimentacgao.

Silva et al. (2011a) estudaram a colonizacao e invaséo de
C. albicans e C. glabrata em células epiteliais bucais. A invasao epitelial
foi mensurada por microscopia confocal laser e o dano epitelial pela
mensuragao da enzima lactato desidrogenase (LDH). Nos ensaios com C.
glabrata, essa espécie foi capaz apenas de colonizar o epitélio, porém
nao conseguiu invadi-lo, 0 que contrasta com a extensa invasdo e dano

tecidual demonstrado pelo grupo de C. albicans.
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Analisando o perfil de colonizagdo de C. albicans em
infeccdo monoespécie e multiespécie, verificou-se que a contagem de
UFC/mL foi significativamente menor em ambas as infecgbes
multiespécies, com 5,32 logio em associagdo com C. krusei e 5,46 logo
com C. glabrata em relagdo a infecgdo monoespécie (5,75 logqp). As
espécies nao-albicans apresentaram o mesmo perfil de colonizagao, para
C. krusei foi observado crescimento de 6,18 logy na infecgao
monoespécie e 5,71 logo na infecgdo multiespécie. Ja para a espécie C.
glabrata foi recuperado 4,33 logio na infecgdo monoespécie e 3,85 log1g
na multiespécie. De acordo com os resultados apresentados, podemos
verificar que nas associagdes com C. albicans, C. krusei e C. glabrata
apresentaram um menor crescimento na interagdo quando comparadas
com o grupo controle, sugerindo que entre as espécies ha uma relagao de
competicdo. Esses dados concordam com estudos in vitro de Thein et al.
(2007), Korres et al. (2011), Piva (2012) que foram citados anteriormente,
porém até o momento este € o primeiro estudo in vivo sobre a interagao
entre essas espécies.

A associagao de C. albicans com C. glabrata foi estudada
por Pathak et al. (2012) e Piva (2012) que avaliaram in vitro a interagao
entre essas espécies e encontraram uma relagao favoravel entre ambas,
ja Silva et al. (2013) que compararam a formacgao de biofilme in vitro por
C. glabrata e C. albicans, individualmente ou em associacdo e, em
seguida, examinaram os efeitos antimicrobianos das nanoparticulas de
prata e nistatina sobre os biofilmes formados apds 24 h, concluiram que
C. glabrata e C. albicans possuem uma relagao neutra em biofilmes, sem
aparente cooperacao entre as espécies, e as nanoparticulas de prata e a
nistatina foram efetivas na reducado dos biofilmes mistos formados pela
associagao dessas espécies. Segundo Li et al. (2007), pouco é conhecido
sobre a viruléncia de C. glabrata e sobre as defesas do hospedeiro

dirigidas contra esse micro-organismo. Assim, estudos in vivo para
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compreender a patogénese de infeccbes por C. glabrata e suas
interagbes com outras espécies sdo extremamente necessarios.

As linguas dos camundongos em todos o0s grupos
inoculados com suspensdées de C. albicans exibiram lesbes
macroscopicas caracteristicas de candidose sobre o dorso da lingua,
como presenca de regides esbranquicadas com areas de atrofia papilar
localizadas principalmente na regido das papilas cénicas simples. O valor
da mediana de escore para o grupo monotipico de C. albicans foi maior
que os grupos com infecgdes mistas com espécies nao albicans, porém
ndo houve diferengca estatisticamente significante entre os grupos.
Estudos utilizando a mesma metodologia do presente trabalho também
observaram lesdes caracteristicas de candidose pseudomembranosa no
dorso da lingua dos camundongos (Hisajima et al., 2008; Mima et al.,
2010; Costa et al., 2012; Kanaguchi et al., 2012; Ninomiya et al., 2012;
Okada et al., 2013; Dovigo et al., 2013), entretanto, todos estes autores
utilizaram somente C. albicans nos ensaios experimentais.

Ja para os grupos monotipicos de C. krusei e C. glabrata,
nao foram observadas lesbes caracteristicas de candidose no dorso da
lingua dos animais, sugerindo que essas espécies emergentes foram
capazes apenas de colonizar a cavidade bucal dos camundongos. Esses
dados concordam com Westwater et al. (2007) que estudaram o tropismo
de C. glabrata na mucosa gastrica e na bucal de camundongos germ-free
num periodo de até 5 semanas apds a inoculagdo de Candida. Os
autores verificaram que C. glabrata foi capaz de aderir, colonizar e
penetrar nos tecidos gastricos queratinizados, entretanto nao foi
observado colonizagdo e infecgdo nos tecidos bucais (lingua, palato e
es6fago) por essa espécie. A razao para esta diferenga de tropismo entre
os tecidos € desconhecido no momento, C. glabrata pode exigir algumas
bactérias comensais como receptores para adesao inicial nos tecidos ou
algumas adesinas especificas para tecidos bucais podem estar ausentes

nesta espécie.
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Na analise microscopica foram encontradas muitas
leveduras e hifas no dorso da lingua dos animais e numerosas lesdes
epiteliais, principalmente nos grupos inoculados com C. albicans. Foi
observado infiltrado inflamatério leve na maioria dos cortes histolégicos
com a presenca de polimorfonucleares e mononucleares. Também foram
observados microabscessos intraepiteliais subjacentes as leveduras e
hifas localizadas na camada queratinizada, a presenca dessas células
inflamatdrias pode ser devido aos efeitos mediados pela secregcao de
enzimas extracelulares, como a proteinase e fosfolipase, por C. albicans
(Samaranayake Y, Samaranayake L, 2001). Estudos utilizando a mesma
metodologia do presente trabalho também observaram lesdes
macroscopicas e  histologicas  caracteristicas de  candidose
pseudomembranosa no dorso da lingua dos camundongos (Hisajima et
al., 2008; Mima et al., 2010; Costa et al., 2012; Kanaguchi et al., 2012;
Ninomiya et al., 2012; Okada et al., 2013; Dovigo et al., 2013).

Segundo Costa et al. (2013) é evidente que a maioria dos
estudos de candidose bucal em camundongos foram realizados com C.
albicans. No entanto, com o aparecimento de infecgdes por espécies nao-
albicans, futuros estudos devem ser realizados para investigar a interagéo
de infeccbes mistas por Candida na cavidade bucal e sua relagdo com
episddios recorrentes de candidose bucal nos pacientes imunodebilitados.
Os dois modelos hospedeiros estudados nesse trabalho foram essenciais
para aumentar a nossa compreensao da patogenicidade de Candida, uma
vez que as caracteristicas dessa levedura e as respostas do hospedeiro
sao expressas no desenvolvimento da doenca clinica. Entretanto, novos
estudos sdo necessarios para avaliar as alteragdes moleculares e a
dindmica da resposta imunolégica na interagdo entre C. albicans e as
diferentes espécies nao-albicans visando uma maior compreensido da
doenca humana e o estabelecimento de novas terapias para as lesdes de

candidose.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos concluiu-se que:

a) Na contagem de UFC/mL dos biofilmes
formados in vitro, observou-se que o crescimento de
C. albicans foi menor nos biofilmes heterotipicos em

relacdo ao biofilme monotipico;

b) Nas infeccdes mistas em G. mellonella, a
presenca de espécies nao-albicans diminuiu o
numero de C. albicans na hemolinfa das lagartas e

aumentou a sobrevivéncia desses animais;

c) A candidose bucal experimental em
camundongos imunossuprimidos foi menor nas
infeccoes mistas em relaggo a infeccéo

monoespécie por C. albicans;

d) Em todos os modelos estudados, verificou-se
que a infeccdo monotipica por C. albicans foi mais
intensa do que as infecgdes mistas com espécies
nao-albicans, sugerindo uma relagdo ecologica de
competicdio entre as espécies durante o

estabelecimento da infecgao.
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ANEXO - Certificado do Comité de Etica em pesquisa envolvendo animais
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* CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 14/2011-PA/CEP, sobre
“Interagdes entre diferentes espécies de Candida na candidose
experimental em modelos de invertebrados e vertebrados, sob a
responsabilidade de JULIANA CAMPOS JUNQUEIRA, tendo como
orientado o aluno RODNE| DENNIS ROSSONI, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotado pelo Conselho
Nacional de Experimentagdo Animal — CONCEA e Lei Arouca n° 11.794
de 08/10/2008 e foi aprovado por este Comité de Etica.

S&o José dos Campos, 09 de dezembro de 2011.
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Coordenador




